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Uber die Bedeutung der chinoiden Bindung 
in Chinolinverbindungen fir die Malariawirkung 


Von 


Fritz Schénhéfer 


(Aus der pharmazeutisch-wissenschaftlichen Abteilung des Werkes Elberfeld 
der I. G. Farbenindustrie A.-G.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Die Zusammenarbeit von Schulemann, Schénhéfer und 
Wingler (Deutsches Reichspatent 486079 und seine Zusatz- 
patente) einerseits und Roehl anderseits, die das Ziel verfolgte, 
gegen Blutprotozoen wirksame chemische Verbindungen auf- 
zufinden, fiihrte zu der grundlegenden Erkenntnis, daf die: EKin- 
fiihrung eines ,,basischen Restes‘‘, d. h. eines Aminoalkylrestes in 
die Aminogruppe eines heterocyclischen Ringsystems, eine Wirkung 
auf die Erreger der Vogelmalaria (P. praecox =—relictum) zur 
Folge hat. 

Behandelt man nimlich eine Woche lang taglich Kanarien- 
vogel, die mit Plasmodium praecox = relictum-haltigem Blut infi- 
ziert wurden, vom Tage der Uberimpfung an mit vertraglichen 
Dosen der zu untersuchenden Substanz, so muB eine als wirksam 
zu bezeichnende Verbindung eine Verzégerung des Auftretens der 
Malariaparasiten im peripheren Kreislauf im Vergleich zu den un- 
behandelten Kontrolltieren bewirken (Roehlscher Test). Bei 
dieser Versuchsanordnung erwiesen sich die Abkémmlinge des 
8-Aminochinolins, die in der Aminogruppe den basischen Rest ent- 
hielten, als besonders wirksam. Im weiteren Verlauf der Arbeit 
konnte dann gezeigt werden, da8 ein Didithylaminoisopentylrest 
als basischer Substituent, wie wir ihn auch in den beiden Malaria- 
heilmitteln, dem Plasmochin und Atebrin, vorfinden, em Optimum 
der Wirkung herbeifihrt. 

Unter der Zielsetzung einer weiteren Wirkungssteigerung bei 
gleichzeitigem Nachlassen der Giftigkeit wurde die Arbeit in 
zweifacher Richtung fortgesetzt. 

Junichst wurden Verbindungen dargestellt, die den basischen 
Aminoalkylrest statt in der 8-Stellung auch in den anderen sechs 
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méglichen Stellungen des Chinolinringes iiber eine Aminogruppe 
gebunden enthielten. Die synthetisierten Verbindungen dieser Art 
wurden dann auf ihre Malariawirksamkeit im Roehl! schen Test 
gepriift, und es zeigte sich dabei, daB auBer der 8-Stellung nur die 
in der 4- und 6-Stellung substituierten Chinolinderivate bei der 
Vogelmalaria eine geniigende parasitizide Wirkung erkennen liefen. 
Vertreter dieser Gruppe mit dem basischen Rest in der 4- oder 
6-Stellung des Chinolinringes waren beispielsweise Verbindungen 
mit folgender Konstitution: 


(C,H,).N-CH,-CH,-CH,-CH(CH,)- ame oS 
Pe. NZ 


OCH, 
NH-CH -(CH,):CH,-CH,-CH,-N(C.H,). 
| 


! 


1 meet dh 
wen 


| 
N% 


I 


Beide Priparate waren zwar wirksam, standen jedoch den in 
der 8-Stellung substituierten an Wirksamkeit nach. Es erwies sich 
deshalb als eine Notwendigkeit, die Einfiihrung des basischen 
Restes in die 8-Stellung vorliufig beizubehalten und auf anderem 
Wege nach einer Wirkungssteigerung zu suchen. Es gelang, eine 
Reihe von weiteren Substituenten in das Chinolinmolekiil ein- 
gufiihren. Diese Arbeiten fiihrten zur Auffindung des Plasmo- 
chins, das seine besonders hohe Wirkung der Substitution durch 
eine Methoxygruppe in der 6-Stellung zu verdanken hat. Die Ein- 
fihrung von 2 Methoxygruppen, davon eine in die 5-, die andere 
in die 6-Stellung, erbrachte eine weitere Verbesserung der spezi- 
fischen gametoziden Wirkung, die von Kikuth an der von Schon- 


CH,O 
| 
cena i i i 
— \nNZ 
NH-CH(CH,)- CH, -CH,- CH, -N(C,H,). 


iit 


héfer und Andersag synthetisierten Verbindung (DRP. 586447) 
im Roehlschen Versuch und im sogenannten Geif®elungsversuch 
nachgewiesen werden konnte. Es lag nahe anzunehmen, da8 eine 
Hinfihrung von 8 Methoxygruppen auch nach dieser Richtung eine 
weitere Steigerung bedeuten wiirde. Uberraschenderweise hat 
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jedoch die EKinfiihrung von 3 Methoxygruppen nicht die erwartete 
Wirkungssteigerung gebracht, sondern erwies sich, wie an einer 
Verbindung mit folgender Konstitution gefunden wurde, als 
wirkungslos. 

CH,O 


| 
c60—" “7s 


IV 
_ CH,O— 


“XN / —CHs 
NH- CH(CH,)- CH,- CH, -CH,-N(C,H,), 


Ohne Wirkung war ferner eine verwandte Verbindung, die in der 
2-Stellung des Chinolinringes keine Methylgruppe enthielt. 

Zur Erklirung dieser merkwiirdigen Tatsache miissen wir uns 
als Ergebnis der Versuche vergegenwirtigen, daB nur die in der 
4-, 6- und 8-Stellung basisch alkylierten Aminochinoline eine 
genugende Malariawirkung erkennen lassen. Betrachten wir diese 
Verbindungen niher, so sehen wir, daB in diesen 8 Typen die am 
Chinolinring stehende, substituierte Aminogruppe eine ganz be- 
stimmte Lage zu dem im Ring stehenden Stickstoffatom einnimmt, 
und zwar in Ortho- bzw. Parastellung zu ihm steht. 

Ks ist nun bekannt, daB solche ortho- und parastiéndige Amino- | 
gruppen des Benzolringes durch Oxydation unter Verschiebung der 
Bindungen von der aromatischen zur chinoiden Struktur in Chinon- 
imine wbergefiihrt werden kénnen. Auch in der Chinolinreihe selbst 
ist bekannt, da8 die Oxydation des 6-Oxychinolins unter be- 
stimmten Bedingungen itiber Zwischenprodukte fihrt, die als 
Chinolinchinone angesprochen werden. So lag der Gedanke nahe, 
da8 nur solche Chinolinderivate Wirkung auf Malariaparasiten zu 
entfalten vermégen, die im Organismus unter den vielfaltigen 
Umsetzungsméglichkeiten biologischer Art dadurch leicht in Reak- 
tion treten kénnen, daB sie, vielleicht nur voriibergehend, in Ver- 
bindungen mit chinoider Struktur umwandelbar sind. Dies gilt 
zunichst fiir die 6- und 8-Stellung. Fir die 4-Stellung ist eine Ver- 
schiebung der Bindungen zum chinoiden System auch ohne Ein- 
wirkung von Oxydationsmitteln durch die bekannte Tautomerie 
zwischen Aminochinolin und Iminochinolon denkbar. Diese zu- 
nichst als Arbeitshypothese aufgestellte Gesetzmafigkeit konnte 
durch manche experimentellen Befunde gestiitzt werden und hat 
sich bei weiterer Bearbeitung dieses Gebietes bewahrt. 

Wenn die Hypothese zu Recht besteht, so miBte durch eine 
Substitution des Wasserstoffatoms einer sekundaren, basisch sub- 


1* 
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stituierten, am Chinolinring stehenden Aminogruppe, wodurch der 
Ubergang in die chinoide Form verhindert wird, die Malaria- 
wirkung zum Verschwinden gebracht werden. In der Tat wird 
schon durch die einfachste Substitution, nimlich durch eine Acety- 
lierung, die Malariawirkung praktisch aufgehoben. Besonders ein- 
deutig la8t sich dieser Hinflu8 an nachstehender Gruppe von Ver- 
bindungen erkennen. 

Die Verbindung 


ee 


V Aw 


NH. CH(CH,)- CH, -CH,-N(CH,), 


hat bei guter Vertriglichkeit eine ausgezeichnete therapeutische 
Wirkung. 

Durch Acetylierung mit Essigsiureanhydrid in Pyridin erhalt 
man die Verbindung von folgender Konstitution: 


CH,CO-O— pes 


Why NZ 


NH. CH(CH,)-CH,-CH,-N(CH,). 


welche noch eine gute Malariawirkung erkennen la8t. Acetyliert 
man aber V mit Acetylchlorid in Methylenchlorid, so erhalt man die 


Verbindung, 
H ae Be 


CH,CO. N. CH(CH,)- CH, -CH,-N(CH,), 


die den Acetylrest an der sekundaren Stickstoffgruppe enthalt, und 
welche keine Malariawirkung mehr besitzt. 

Kine weitgehende Gesetzmaéfigkeit 148t sich hier erkennen. 
Es entsteht die Frage, warum das 5,6,7-Trimethoxy-8-amino- 
chinolinderivat bei der Malaria wirkungslos ist. Man muB an- 
nehmen, da neben dem Wirkungsprinzip allgemeiner Art, wie es 
oben dargestellt worden ist, auch das ,,Substitutionsprinzip‘‘ eine 
Rolle spielt, d. h. daB Substituenten in bestimmten Stellungen die 
Wirkung vdollig zu Verschwinden bringen kénnen, obgleich das 
allgemeine Wirkungsprinzip nicht durchbrochen ist. Vergleiche 
beispielsweise mit der Germaninreihe zeigen, daB speziell die Ortho- 
stellung zum wirkungsmiéS8ig wichtigsten Substituenten eine aus- 
schlaggebende Rolle spielt, so daB man die Unwirksamkeit der 
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5,6,7-Trimethoxyverbindung der Anwesenheit des Substituenten 
in der 7-Stellung zuschreiben muB. 

Zur Bestatigung dieser Arbeitshypothese wurde folgende Ver- 
bindung hergestellt: 


CH,O 
| 


Vill 


cuo-\_J iP 


NH. CH(CH,)- CH, -CH,CH,-N(C,H,)., 


von der auf Grund des Dargelegten angenommen werden muBte, 
daS eme Malariawirkung nicht mehr zu verzeichnen sein wiirde. 
Und in der Tat erwies sich diese Verbindung im Versuch als voll- 
kommen wirkungslos. In derselben Weise war aber auch das 
7-Methoxy-8-aminochinolinderivat von folgender Konstitution, 


By gts 
IX Ho Ay 


NH-CH,C(CH,),- CH, -N(CH,), 


das sich von der Plasmochinreihe nur durch die Wanderung der 
Methoxygruppe von der 6- in die 7-Stellung unterscheidet, ohne 
Kinflu8 auf die Vogelmalariaparasiten. Das war eine schéne Be- 
statigung der theoretischen Uberlegungen. 

Eine ganze Reihe von Substituenten zeigen in donielbans 
charakteristischen Weise die Abhangigkeit der Malariawirkung 
von der Méglichkeit emer Wanderung der Bindungen zur chinoiden 
Struktur. Es wiirde zu weit fiihren, alle Einzelheiten aus der Fille 
des vorliegenden Materials aufzufiihren. Es sei nur zum SchluB 
noch gesagt, da sich diese Arbeitshypothese auch auf das Acridin- 
molekiil wbertragen 1é8t. Entsprechend den Voraussetzungen ist 
z. B. das Formylatebrin 

HCO. ‘s CH(CH,)- CH, -CH,-CH,-N(C.H,), 


XxX OH, ap ih oe og a 
Py 9 


ohne Wirkung auf die Parasiten der Vogelmalaria. 

Wenn also anscheinend hier eine Gesetzmafigkeit vorliegt, so 
darf das keineswegs dazu verleiten, diese allzu formal zu betrachten 
und zu weitgehende SchluBfolgerungen daraus zu ziehen, denn es 
laBt sich niemals voraussehen, wie der tierische Organismus mit 
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seinen vielgestaltigen Abbauméglichkeiten im einzelnen Falle 
reagieren wird, und so war auch von vornherein damit zu rechnen, 
da8 Ausnahmen von dieser Regel vorkommen wiirden, was auch 
spiter festgestellt werden konnte. 


Zusammenfassung 
Die Malariawirksamkeit der ,,basisch alkylierten Chinolin- 
verbindungen“ in der 4-, 6- und 8-Stellung ist davon abhingig, ob 
zwischen der am Chinolinring stehenden Aminogruppe und dem 


Ringstickstoffatom die Bildung eines Systems chinoider Bindungen 
méglich ist. 


Experimenteller Teil 

Die Priifung der Substanzen wurde von Roehl im sogenannten 
Roehlschen Test am Kanarienvogel durchgefiihrt. Der Roehl- 
sche Versuch wird folgendermafen ausgefiihrt: Die Kanarienvégel 
werden intramuskulér mit malariaparasitenhaltigem Blut infiziert 
und die zu untersuchenden Substanzen werden mit einer Schlund- 
sonde vorsichtig in den Magen eingefiihrt. Auf diese Weise erhalt 
z. B. ein Vogel von 20 g K6rpergewicht 1 ccm einer bestimmten 
Verdiinnung der zu untersuchenden Substanz. Die Behandlung 
wird am Infektionstag und an 5 darauffolgenden Tagen vor- 
genommen. Wahrend bei den unbehandelten Tieren die Plasmodien 
bereits am 4. oder 5. Tag nach der Uberimpfung im Blut erscheinen, 
wird das Auftreten der Erreger bei den mit wirksamen Praparaten 
behandelten Végeln um einige Tage verzégert. Als Wirkung be- 
zeichnet man die Verz6gerung aber nur dann, wenn die Parasiten 
erst am 10. Tage nach der Uberimpfung oder noch spiter nach- 
weisbar sind. Bei der Beurteilung eines Praparates wird die noch 
wirksame Dosis in Relation zur vertraglichen gesetzt und auf diese 
Weise ein sogenannter chemotherapeutischer Index berechnet. 

Wenn fiir Plasmochin [C,gH,,0N,] folgende Daten angegeben 
werden: 

Giftigkeit: 1/,.5,  Wirkung: 4/s9 999 Index: 1:30 

so heiBt dies, daB ein Kanarienvogel von 20g Gewicht 1/,,5) g Plas- 
mochin, an 6 aufeinanderfolgenden Tagen gegeben, gerade noch 
uberlebt und die Dosis von 6 X 4/;9o99 g Plasmochin die auBerste 
Grenze ist, die eme Wirkung auf die Plasmodien ausiibt, wie oben 
ausgefihrt wurde. Aus diesen beiden Zahlen errechnet sich dann 
der chemotherapeutische Index 1:30. Natiirlich sind diese Zahlen- 


angaben, die eben Grenzfalle darstellen, gewissen Schwankungen 
unterworfen. 
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8-Methoxy-6(diathylamino-d-pentyl)-aminochinolin (i) [C,,H.,ON;] 
wurde von B. Piitzer aus 6-Amino-8-methoxychinolin (Schmelz- 
punkt 171°) und Diathylamino-6- -pentylbromidhydrobromid dar- 
gestellt und zeigt folgende Eigenschaft: ein hellgelbes Ol von 
Siedep. y 197° 
Giftigkeit: 4/,, Wirkung: 1/409 Index: 1:8 


6-Methoxy-4 (diathylamino-d-pentyl)-aminochinolin (II) [C,,H..ON;] 
wurde aus 6-Methoxy-4-chlorchinolin (Schmelzp. 93°) und Diaithyl- 
amino-d-pentylamin (Siedep., 52°) erhalten. 
Ein hellgelbes Ol vom Siedep., 5» 210—220° 
Giftigkeit: 4/o5,  Wirkung: 1/199 Index: 1:2 


5, 6 - Dimethoxy - 8(diathylamino- 0 - pentyl) - aminochinolin (III) 
[Co9H3,0.N3] wurde nach den Angaben des DRP. 586447 erhalten. 
Ein hellgelbes Ol vom Siedep., 208° 


Giftigkeit: 4/49,  Wirkung: 4/s9 909 Index: 1:1.5 


5, 6, 7-Trimethoxy-8(diaithylamino-d-pentyl)-aminochinaldia (IV) 
|Co2Hs,03N3] wurde auf folgendem Weg dargestellt: 5,6,7-Tri- 
methoxychinaldin, ein hellgelbes Ol vom Siedep., 142°, wurde 
durch Eintragen des salpetersauren Salzes in konzentrierter 
Schwefelséure zum 8-Nitro-5,6,7 -trimethoxychinaldin (Sclimelz- 
punkt 115°) nitriert, dann zum 8-Amino-5,6,7-trimethoxychinaldin 
(Siedep., 153°) reduziert und dieses mit Didthylamino-6-pentyl- 
bromidhydrobromid umgesetzt. 

Ein hellgelbes Ol vom Siedep., 194—195° 


Giftigkeit: 1/499 Wirkung: 0 


6-Oxy-8(dimethylamino -y - butyl) -aminochinolin (V) [C,,H,,ON,] 
wurde durch Entalkylierung von 6-Methoxy-8(dimethylamino- 
y-butyl)-aminochinolin (Siedep.g; 174° und Schmelzp. 56°) durch 
Erhitzen mittels Bromwasserstoffsdure vom spez. Gew. 1,5 in 
Form des Hydrobromids erhalten. 

Die freie Base ist eine hellgelbe Substanz vom Schmelzp. 118°. 


Giftigkeit: 1/,559 Wirkung: 4/o,99) Index: 1:15 
6-Acetoxy-8(dimethylamino-y-butyl)-aminochinolin (VI) (C; ,H,,0,N;] 
wurde aus der Substanz V durch Acetylierung mittels Essigsiure- 


anhydrid in Gegenwart von Pyridin erhalten. 
Ein dickes hellgelbes Ol vom Siedep., 195—200°. 


Giftigkeit: +/,59 Wirkung: 1/55 999 Index: 1:15 
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6 - Oxy - 8 (dimethylamino - y - butyl) - acetylaminochinolin (VII) 
[C,-H,30,N3] wurde von H. Andersag aus Substanz V durch 
Acetylierung mittels Acetylchlorid in einer Lésung von Methylen- 
chlorid dargestellt. 

Die freie Base ist eine fast weiBe Substanz vom Schmelzp. 181 
bis 182°. 

Giftigkeit: 1/199 Wirkung: 0 


5,7-Dimethoxy - 8(diathylamino-0-pentyl) - aminochinolin (VIII) 
[Cy5Hs,0.N3| wurde von B. Pitzer durch Alkylierung von 
5,7-Dimethoxy-8-aminochinolin (Schmelzp. 92°) mittels Diaithyl- 
amino-d-pentylbromidhydrobromid dargestellt. 

Ein hellgelbes Ol vom Siedep., 190°. 


Giftigkeit: 1/599 Wirkung: 0 
7-Methoxy-8(dimethylamino-(, 6-dimethylpropyl )-aminochinolin (IX) 
[C,,H,;ON,] erhielt H. Andersag aus 7-Methoxy-8-aminochinolin 
(Schmelzp. 119°) durch Alkylierung mittels Dimethylamino-/,-di- 
methylpropylchlorid (Siedep.,, 46°). 
Ein hellgelbes Ol vom Siedep.o 4 174°. 
Giftigkeit: 1/49, | Wirkung: 0 
Formylatebrin (X) [C.,H3,0,N,Cl] wurde von H. Mauss durch 
Umsetzung von 2-Methoxy-6,9-dichloracridin (Schmelzp. 160—161°) 
mit Diathylamino-d-formylaminopentan (Siedep., 145°) in Gegen- 
wart von Natriumalkoholat erhalten. 
Ein gelbes Krystallpulver vom Schmelzp. 96—97°. 
Giftigkeit: 4/,599 Wirkung: 0 

















Zur Frage der Malariaprophylaxe 
Von 
Walter Kikuth 


(Aus dem Chemotherapeutischen Institut des Werkes Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 


Die Malaria hat, wie keine andere Krankhcit, auf die Geschichte 
der Menschheit einen bestimmenden Einflu8 ausgeiibt und ins- 
besondere bei kriegerischen Auseinandersetzungen ausschlaggebend 
in das Lebensschicksal von Vélkern eingegriffen. So unterlag z. B. 
wahrend des Peloponnesischen Krieges das Athenische Heer im 
Kampfe mit Sparta in dem sumpfigen Gelinde vor Syrakus in der 
entscheidenden Schlacht um die Vorherrschaft in der alten Welt 
infolge von Malaria. Die Malaria ist eine unheilbringende Begleiterin 
der Vélkerwanderung gewesen; sie brach die unverbrauchte Kraft 
der jungen germanischen Volksstémme und lieB sie im eroberten 
Siiden zugrunde gehen. Sie war es, die im Mittelalter im Kampf 
zwischen Reich und Rom oft den Ausgang der Schlachten ent- 
schied, denn sie hat den deutschen Heeren, deren Soldaten infolge 
Fehlens jeglicher Immunitiat ihr leicht zum Opfer fielen, weit mehr 
geschadet als den rémischen Truppen. Es war fiir die Deutschen 
zur damaligen Zeit fast unméglich, einen Sommerfeldzug siidlich 
des Apennins zu fiihren, ohne mit ungeheuren Verlusten durch die 
Malaria rechnen zu miissen. 

Auch in der neueren Kriegsgeschichte hat die Malaria eine 
wichtige Rolle gespielt. Erinnert sei nur an die zeitweise kata- 
strophale Lage der franzésischen Expeditionsarmee unter General 
Sarrail in Saloniki wihrend des Weltkrieges im Jahre 1916. In 
den heiSen Sommer- und Herbstmonaten erkrankten von seinen 
115000 gelandeten Soldaten annahernd 60000 an Malaria, voriiber- 
gehend betrug die Gefechtsstirke in den vordersten Linien nicht 
mehr als 20000 Mann. In diesem kritischen Augenblick tele- 
graphierte General Sarrail an das franzdsische Kriegsministerium 
,,.Mon armée est immobilisée dans les hépiteaux". 
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Hine solche Lage hatte jedoch nicht einzutreten brauchen, 
denn wir stehen der Malariagefahr schon lange nicht mehr schutzlos 
gegeniiber. Seit tiber 300 Jahren besitzen wi im Chinin ein zu- 
verlissig wirkendes Malariaheilmittel, das auch als Vorbeugungs- 
mittel die Malariamorbilitét und -letalitét stark herabzusetzen 
vermag. In den letzten Jahren ist als neue Waffe das synthetische 
Atebrin hinzugekommen, das auch in prophylaktischer Beziehung 
dem Chinin iiberlegen ist. Mit Hilfe diszipliniert durchgefihrter 
VorbeugungsmaBnahmen gelingt es sowohl mit Chinin als auch mit 
Atebrin, Massenerkrankungen an Malaria fernzuhalten, was z. B. 
die Italiener waihrend des Abessinischen Feldzuges bewiesen haben, 
die iiberhaupt keine ins Gewicht fallenden Verluste an Malaria 
aufzuweisen hatten. ) 

An dem Wert einer medikamentésen Prophylaxe wird 
heute nicht mehr gezweifelt. Sie gehért zu den besten Waffen bei 
der Sanierung malariaverseuchter Gebiete. Auch zur Erhaltung 
der Kampfkraft der Truppe in Malariagegenden ist sie unerlaBlich ; 
dariiber sind sich alle deutschen Tropenmediziner einig, aber auch 
auf seiten unserer Gegner ist man sich dessen bewuBt. Auf einer 
Sitzung der Royal Society of Tropical Medicine in London nach 
Kriegsbeginn im Oktober 1939 wurde die Frage der Malaria- 
prophylaxe im AnschluB an einen Vortrag von Christophers zur 
Sprache gebracht. In der Diskussion ist ausdriicklich der Wert 
einer medikamentésen Prophylaxe hervorgehoben worden. Der 
medizinische Sachverstandige der britisch-indischen Armee, Mani- 
fold, erklarte woértlich ,,[ am perfectly certain that had I not taken 
ten grains of quinine a day in the Kilwa Area in East Africa that I 
should have died‘. 

Die medikamentése Prophylaxe hat aber nur Zweck und Sinn, 
wenn sie diszipliniert und konsequent durchgefiihrt wird. Das 
gewissenhafte und regelmaBige Einnehmen des Medikaments bei 
strenger Uberwachung ist die Vorbedingung fir den Erfolg. Man 
darf sich nicht auf den guten Willen der Leute verlassen und ihnen 
das Medikament in die Hand geben, sondern muB sich selbst davon 
iiberzeugen, da es auch in den Mund gesteckt und geschluckt wird. 
Kine unregelmaBige Prophylaxe, namentlich mit Chinin, ist zweck- 
los, ja sogar schaidlich und mu8 zum MiBerfolg fiihren. Der beste 
Beweis hierfiir ist wiederum das Schicksal der franzésischen Orient- 
armee wahrend des Weltkrieges. Die Katastrophe trat ein, obgleich 
die Truppen zu dieser Zeit unter Chininprophylaxe standen; diese 
wurde jedoch von einzelnen Truppenteilen nachlissig oder iiber- 





a 
i 
a 
FI 











Zur Frage der Malariaprophylaxe 11 


haupt nicht durchgefiihrt. Véllige Unkenntnis tiber den Wert 
solcher MaBnahmen und Gleichgiiltigkeit herrschten in den Reihen 
der Offiziere, Unteroffiziere und Mannschaften; aber auch bei dem 
gréBten Teil der Sanitaétschargen war eine unverstandliche Ignoranz 
verbreitet (offizieller Rapport der franzdésischen Armee). 

Erst als die Massenerkrankungen einen derartigen Umfang 
angenommen hatten, daB sie eine militérische Katastrophe be- 
fiirchten lieBen, wurden drakonische MaBnahmen durchgefihrt. 
Die tagliche Chinindosis gehérte zur eisernen Ration, die unbedingt 
genommen werden muSte. Nichteinnahme wurde dem Ungehorsam 
vor dem Feinde gleichgesetzt und hatte schwere Bestrafung zur 
Folge. Urinuntersuchungen auf Chinin (Tanret-Reaktion) in 
Stichproben dienten als Kontrolle, auf die man sich verlassen 
konnte. Der Erfolg blieb nicht aus. Die Zahl der Neuerkrankungen 
sank schnell und anhaltend. Bei den Neuaufnahmen handelte es 
sich vorwiegend um Riickfalle aus dem vergangenen Jahre. 

Worauf beruht es nun, da8 sich die Menschen so ungern einer 
medikamentésen Prophylaxe unterziehen? Nicht immer ist Liassig- 
keit und schlechter Wille hierfiir verantwortlich. Ein Medikament 
wochen- und monatelang taglich zu nehmen, ist nicht leicht, man 
mu8 sich schon dazu zwingen. Beim Chinin ist es besonders schwer, 
alle Unannehmlichkeiten, die damit verbunden sind, zu wberwinden. 
Der langanhaltende bittere Geschmack des Chinins wird mit der 
Zeit immer unangenehmer empfunden, bei empfindlichen Personen 
treten immer haufiger listige Nebenerscheinungen von seiten der 
Augen und Ohren auf. Voriibergehende Verdauungsstérungen, die 
in den Tropen nicht gerade selten sind, kleine und gréBere Infekte, 
UnpaBlichkeiten allgemeiner Art, ja selbst Abgespanntheit infolge 
zu starker kérperlicher und seelischer Beanspruchung oder rein 
subjektives schlechtes Befinden, hervorgerufen durch eine un- 
verninftige Lebensweise, werden gern der unbeliebten medika- 
mentésen Prophylaxe in die Schuhe geschoben. Es gehért schon 
eine groBe Energie und Selbstdisziplin dazu, alles das in Kauf zu 
nehmen. Abgesehen davon kommt es immer wieder vor, da8 die 
Einnahme des Medikaments trotz der besten Vorsatze einfach ver- 
gessen wird. Auch ist die Zahl derjenigen Personen nicht gering, 
die aus fanatischem Prinzip allen Medikamenten von vornherein 
feindlich gegeniiberstehen und sich grundsatzlich der Durchfihrung 
der Prophylaxe widersetzen. 7 

Aus all den angefiihrten Griinden ist schon ein Erfolg in jedem 
Fall kaum zu erwarten. Bei einer Zivilbevélkerung wird es daher 
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niemals méglich sein, alle Menschen zu erfassen und sie einer 
medikamentésen Vorbeugung zu unterziehen, aber selbst wenn es 
gelinge, alle in Frage kommenden Personen zur Einnahme des 
Medikaments zu zwingen, wiirde man doch mit einer gewissen 
Anzahl von Versagern rechnen miissen. Man mu8 sich naémlich 
dariiber klar sein, daB es sich bei der medikamentésen Malaria- 
prophylaxe nicht um eine Vorbeugung im kausalen Sinne handelt, 
die das Entstehen einer Infektion mit Sicherheit verhindert, sondern 
um eine Art von ,,Dauerbehandlung’*. W. Yorke und Macfie 
haben seinerzeit den experimentellen Beweis erbringen kénnen, daB 
das Chinin auf die durch den Stich der Micke eindringenden 
Malariasporozoiten wirkungslos ist. Dieses Ergebnis lat sich gut 
mit den Erfahrungen aus der Praxis in Einklang bringen. Bei der 
medikamentésen Prophylaxe werden die Malariaplasmodien also 
nicht in den ersten Stadien ihrer Entwicklung vernichtet, sondern, 
da sich eine solche Vorbeugung bzw. Behandlung iiber Wochen und 
Monate erstreckt, zu einem sehr viel spateren Zeitpunkt, wenn 
bereits Parasiten in den roten Blutkérperchen vorhanden sind. Die 
gegebenen Dosen des betreffenden Malariaheilmittels, das man 
prophylaktisch anwendet, geniigen zwar, den Ausbruch klinischer 
Symptome zu verhindern, sie sind aber im allgemeinen nicht im- 
stande, die Infektion tiberhaupt zu verhindern oder eine schon 
bestehende latente Erkrankung zur Ausheilung zu bringen. Man 
macht immer wieder die Beobachtung, daB nach Absetzen des 
Medikaments die Malaria wieder aufflammt, d. h. wieder: parasito- 
logische und klinische Rezidive auftreten. Aus diesem Grunde ist 
es notwendig, entweder die Prophylaxe auch nach Verlassen der 
verseuchten Gebiete noch 4—6 Wochen fortzufiihren oder, was 
noch besser ist, sie durch eine regelrechte Malariakur zu_be- 
schlieBen. 

Streng genommen dirfte man bei diesen ,,vorbeugenden MaB- 
nahmen“ nicht von einer Prophylaxe sprechen, sondern es miiBte 
von einer ,,schiitzenden Dauerbehandlung“: die Rede sein. Da sich 
jedoch das Wort Prophylaxe bei den Arzten allgemein eingebiirgert 
hat, halt man am besten an dieser Bezeichnung fest, man sollte 
jedoch von einer klinischen im Gegensatz zu einer bisher noch 
nicht durchfiihrbaren kausalen Prophylaxe sprechen. In dieser 
Beziehung verhalt sich das Atebrin im Prinzip nicht anders als das 
Chinin. 


Die Unwirksamkeit des Chinins in kausalprophylaktischer Beziehung 
hatte James auf den Gedanken gebracht, daB die Sporozoiten héchstwahr- 
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scheinlich gar nicht unmittelbar die roten Blutkérperchen befallen, wie man 
bisher auf Grund der Beobachtung von Schaudinnallgemein annahm, sondern 
erst eine Entwicklung in den Zellen des Bindegewebes oder der Endothelien 
durchmachen. Ahnliche Vermutungen und Vorstellungen hatten schon Grassi 
und Golgi um 1900 geauBert, sie waren jedoch vollkommen in Vergessenheit 
geraten und wurden erst von James wieder zu neuem Leben erweckt. 

Die Arbeitshypothese von James hat sich als fruchtbar erwiesen. In 
den letzten Jahren gelang es namlich, bei einer Reihe von Vogelmalariaarten 
eine endotheliale Zwischenphase der Plasmodien aufzufinden (Raffaele, 
James und Tate, Kikuth und Mudrow u.a.). Die Bedeutung dieser 
Formen blieb lange Zeit umstritten, da sie sowohl nach der Sporozoiten- als 
auch nach der Blutinfektion aufzutreten pflegen. Kikuth und Mudrow 
konnten jedoch den Beweis erbringen, da8 die Sporozoiten der Vogelmalaria- 
parasiten im Wirbeltier zunichst eine Umwandlung, Reifung und Teilung in 
Zellen des retikulo-endothelialen Systems durchmachen, und da8 erst die aus 
diesem EntwicklungsprozeB hervorgehenden Merozoiten am Ende der In- 
kubationszeit die roten Blutkérperchen befallen. Diese retikulo-endothelialen 


‘Stadien sind vielleicht auch fiir einen Teil der Rezidive, vermutlich der Spit- 


rezidive, verantwortlich. Es ist wohl als sicher anzunehmen, daB die Plasmodien 
des Menschen eine ahnliche Entwicklung durchmachen. Dafiir sprechen vor 
allem die Befunde von Raffaele, der einzelne derartige Entwicklungsstadien 
bei allen drei menschlichen Malariaarten gesehen hat. Das Ziel der weiteren 


chemotherapeutischen Forschung muB es sein, auch ein kausal wirkendes 


Malariamittel zu finden, das imstande ist, die Sporozoiten selbst oder die un- 
mittelbar aus ihnen hervorgehenden endothelialen Stadien zu schadigen oder 
zu vernichten. Von einem derartigen Mittel ist auf Grund der neuen Erkennt- 
nisse zu erhoffen, daB es auch die Rezidive in starkerem MaBe als es bisher 
moéglich war, zu verhindern vermag. 


Friiher, als man auf die Chininprophylaxe allein angewiesen 
war, wurde dieselbe nach 2 Methoden durchgefihrt: 


1. In Form der sogenannten StoBprophylaxe. Seinerzeit von 
Robert Koch empfohlen, wurde sie hauptsachlich nach der Vor- 
schrift von Ziemann angewandt. Die betreffenden Personen 
erhielten mittwochs und sonnabends oder an zwei anderen Wochen- 
tagen je 1—1,2 g Chinin. 

2. Nach der Methode der kontinuierlichen Chininverabreichung 
mit tiglichen kleinen Dosen von 0,25—0,8 g Chinin, 

Der tiglichen Chininprophylaxe mu8 nach den Erfahrungen 
des letzten Krieges der Vorzug gegeben werden. Die StoSprophy- 
laxe hat namlich den Nachteil, daB bei den hohen Dosen oft Neben- 
erscheinungen auftreten, Gehér- und Sehstérungen, leichter 
Schwindel und Herzklopfen. Unterli®t man ferner absichtlich 
oder zufallig nur ein einziges Mal, das Mittel einzunehmen, so wird 
unter Umstiinden bereits der Schutz durchbrochen und es kann 
zum Auftreten von Parasiten im Blut und auch zu Fieberanfallen 
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kommen. Aus diesem Grunde ist man ganz allgemein immer mehr 
dazu ibergegangen, die tagliche Prophylaxe vorzuziehen. 

Nach der Entdeckung der synthetischen Malariaheilmittel 
Plasmochin und Atebrin hat unser therapeutisches Riistzeug auch 
auf dem Gebiet der Prophylaxe eine ganz wesentliche Bereicherung 
erfahren, obgleich auch diesen beiden Mitteln eine kausalprophy- 
laktische Wirkung nicht zukommt. Bei der klinischen Prophylaxe 
hat sich jedoch das Atebrin als auBerordentlich wirksam und dem 
Chinin iiberlegen gezeigt, was infolge der therapeutischen Vorziige 
des Atebrins auch verstandlich ist. Schon kurze Zeit nach der Ein- 
fiihrung des Atebrins konnten Kikuth und Giovannola experi- 
mentell bei der Vogelmalaria den Nachweis erbringen, da dieses 
neue Malariaheilmittel im Testmodell prophylaktisch dem Chinin 
iberlegen ist, was wohl zum Teil auf eine intensivere therapeutische 
Wirksamkeit, zum anderen auf seine langsame Ausscheidung 
zurickzufiihren ist. , 

Die langsame Ausscheidung bei gleichzeitig guter Vertraglich- 
keit, die dem Chinin nicht in dem MafSe zu eigen ist, erméglicht 
auBerdem unter gewissen Umstinden eine Sto8prophylaxe, die bei 
einer seBhaften Bevélkerung mit Hilfe einer guten Arztlichen 
Organisation leicht durchzufiihren ist und gleichzeitig Sanitats- 
personal und Kosten spart. Denn dieselben Personen, die an zwei 
Tagen der Woche eine Gruppe der Bevélkerung beaufsichtigen, 
konnen an zwei anderen Tagen eine andere und schlieBlich an den 
beiden letzten Tagen der Woche eine 8. Gruppe unter ihre Kon- 
trolle nehmen. Bei einer fluktuierenden Bevélkerung, bei Expedi- 
tionen und bei der Truppe wird man jedoch auch beim Atebrin 
wohl meistens der tiglichen Prophylaxe den Vorzug geben. 

Bei der guten therapeutischen Wirksamkeit des Atebrins 
kommt man auch mit sehr viel kleineren Dosen als mit den beim 
Chinin iiblichen aus. Die seinerzeit empfohlene taigliche Dosis von 
0,1 g Atebrin, die von einer Anzahl von Autoren (Junge u. a.) 
angewandt wurde und einen ausgezeichneten Schutz verleiht, 
erwies sich als unnétig hoch, so daB man spater zu einer taglichen 
Dosierung von 0,05 g tberging. 

Uber die Ergebnisse der Atebrinprophylaxe, die in den ver- 
schiedensten Teilen der Welt im Vergleich zum Chinin durchgefiihrt 
wurde, liegt ein umfassendes Schrifttum auslindischer Autoren vor, 
dem leider nur eine geringe Anzahl deutscher Arbeiten gegeniiber- 
gestellt werden kénnen. Die Durchfithrung der Prophylaxe erfolgte 
allerdings unter den verschiedensten klimatischen, epidemio- 
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logischen, sozialen und rassenbiologischen Bedingungen, so daB die 
Ergebnisse nur schwer miteinander zu vergleichen und auf einen 
gemeinsamen Nenner zu bringen sind. In den wberwiegenden 
Fallen handelte es sich um Eingeborene farbiger Volker, die von 
Kindheit an mit Malaria infiziert sind und bei denen bereits eine 
gewisse Immunitatslage zu Beginn der Prophylaxe vorhanden war. 
Thre Infektionsbereitschaft ist natiirlich eine ganz andere als die 
der in die Tropen verpflanzten Europier, welche unter vollig 
anderen Lebensbedingungen aufgewachsen sind und vorher niemals 
mit der Malaria in Beriihrung kamen. Auch hat man in sehr vielen 
Fallen der Prophylaxe eine regelrechte Behandlung vorausgehen 
lassen, da es sich im allgemeinen um durchseuchte Bevélkerungs- 
schichten handelte, bei denen stets latente Malariaerkrankungen 
vorliegen. Diese Tatsachen miissen bei der Beurteilung der Er- 
gebnisse in Betracht gezogen werden. Trotzdem ist es sehr inter- 
essant zu sehen, wie sich durch alle Arbeiten wie ein roter Faden 
die Erkenntnis von der Uberlegenheit des Atebrins gegentiber dem 
Chinin zieht. 

So berichtet Zschucke wtber Erfahrungen, die er in den 
letzten Jahren vor und wihrend des jetzigen Krieges in besonders 
gefihrdeten Gebieten an der Kiste Westafrikas gemacht hat. Es 
handelt sich dabei ausschlieBlich um Deutsche, welche die tagliche 
Chininprophylaxe mit abwechselnd 0,2—0,4 g Chinin durch eine 
wochentliche Gesamtdosis von 0,4 g Atebrin ersetzt hatten und von 
denen kein einziger klinisch erkrankte. Als nun nach Ausbruch 
des Krieges ein Teil dieser Personen wegen Atebrinmangels not- 
gedrungen zum Chinin tibergehen muBte, erkrankten sie aus- 
nahmslos. Auch Mithlens hat entschieden den Eindruck gewonnen, 
daB bei den heimgekehrten Kolonialdeutschen aus Ost- und West- 
afrika die Atebrinprophylaxe noch sicherer und dauerhafter wirkte 
als die tagliche Chininprophylaxe mit durchschnittlich 0,3 g Chinin 
oder eine entsprechende Dosis von Chinoplasmin. Auch bei der 
britischen Armee, die wihrend des Feldzuges in Waziristan, 
Agypten und Paliastina groBe Erfahrungen sammeln konnte, ist 
man wihrend des Krieges dazu iibergegangen, die Chinin- durch die 
Atebrinprophylaxe zu ersetzen (Manifold). Aus diesem Grunde 
ist gleich zu Beginn des Krieges in England die Herstellung von 
Atebrin intensiv betrieben worden, obgleich die Englander damals 
noch iiber groRe Chininvorrate verfiigten und ihnen der Rohstoff 
zur Herstellung des Chinins uneingeschraénkt zuginglich war. Mit 
dem Verlust von Niederlindisch-Indien hat sich das aber grund- 
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legend gedndert, und die Englinder sind heute gezwungen, das 
Atebrin noch stirker als bisher zur Anwendung zu bringen. Auch 
franzésischerseits wird auf die Uberlegenheit der Atebrinprophylaxe 
hingewiesen (Sicault und Messerlin). Es wirde zu weit fihren, 
alle diejenigen Autoren zu nennen, die das Atebrin prophylaktisch 
ganz entschieden dem Chinin vorziehen. 

Prophylaktische Versuche mit Atebrin im Vergleich zum 
Chinin sind im Auftrage der Malariakommission des Vélkerbundes 
auf breitester Basis in verschiedenen tropischen und subtropischen 
Lindern der Welt unter voneinander abweichenden Bedingungen 
durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse dieser Priifung sind in dem 
Fourth General Report of the Malaria Commission“ [Bull. Health 
Organisat. League Nat. (Schwz.) 6 (1937)] niedergelegt worden. 
Es handelt sich um groB angelegte Versuche von Field, Niven 
und Hodgkin in Malaya, Parrot, Catanei, Ambialet und 
Clastrier in Nordafrika und Bastianelli, Mosna und Canalis 
auf Sardinien. | 

Die unter den Auspizien des Vélkerbundes durchgefiihrten 
prophylaktischen MaSnahmen erlauben die Schluffolgerung, daB 
die Atebrinprophylaxe im Vergleich zum Chinin bessere Ergebnisse 
zeitigt. Besonders giinstig verliefen prophylaktische Versuche, bei 
denen die betreffenden Personen an 2 Tagen der Woche je 0,2 ¢ 
Atebrin erhielten. Mit diesen Ergebnissen stimmen auch die Er- 
fahrungen von anderen Seiten weitgehend iiberein. Aus der groBen 
Anzahl von Autoren mu8 vor allem Winchester genannt werden, 
der in einer Zeitspanne von tiber 3 Jahren mehrere 100 Personen 
taglich mit 0,05 g Atebrin behandelte und wiahrend der Malaria- 
saison die Morbilitéat bei cen geschiitzten Menschen praktisch auf 
Null herabsetzen konnte, wahrend bei den Kontrollen im 1. Jahre 
48,3°/5, im 2. 24,2°/, und im 3. 16,9°/, klinische Malariafille auf- 
traten. 

Die StoBprophylaxe scheint der tiaglichen Vorbeugung iiber- 
legen zu sein. Der Unterschied ist aber im groBen und ganzen nicht 
sehr erheblich. Ein Vergleich der beiden Methoden ist schon des- 
halb sehr schwer, weil die wéchentliche Gesamtdosis bei der StoB- 
prophylaxe 0,4 g, bei der tiglichen Verabreichung aber nur 0,35 g 
betragt. Es werden also bei der taglichen Einnahme, die unter 
gewissen Umstinden vorzuziehen ist, wéchentlich 0,05 g Atebrin 
weniger gegeben. Die Annahme ist deshalb nicht ganz unberechtigt, 
da8 vielleicht die bessere Wirkung der StoBprophylaxe auf der 
etwas héheren Gesamtdosis beruht. Aus diesem Grunde hat Rose 
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fir die tagliche Prophylaxe eine Atebrintablette von 0,06 g ge- 
fordert, die jetzt auch hergestellt und in gréBerem MaBstabe an- 
gewandt wird. Die Wochendosis mit dieser Tablette betragt dem- 
nach 0,42 g, und es ist anzunehmen, da8 die Ergebnisse damit bei 
der taglichen Dosierung nicht schlechter sein werden als bei der 
Sto8prophylaxe. 7 

Unter giinstigen Umstanden wird man aber auch gute Er- 
gebnisse mit einer geringeren wéchentlichen Gesamtmenge erzielen 
kénnen. So gelang es z. B. Bispham in 82 Arbeitslagern des 
Medical Corps der U. 8. Army in einem zum Teil hoch endemischen 
Gebiet mit einmaligen héchsten Atebringaben von 0,8 g die Men- 
schen malariafrei und leistungsfahig zu erhalten. Dieser Versuch 
ist an mehreren tausend Personen gemacht worden. Auch Kings- 
bury ist auf den Plantagen um Kuala Lumpur mit einer einmaligen 
Hochstgabe von 0,3 g Atebrin ausgekommen. In Indochina erzielte 
Canet mit dieser Dosierung gleichfalls au8erordentlich giinstige 
Ergebnisse. Seine Beobachtungen erstreckten sich iiber einen Zeit- 
raum von 4 Jahren. Die Franzosen in Nordafrika kommen im 
allgemeinen auch mit einer wéchentlichen Dosis von 0,3 g Atebrin 
aus, allerdings kombinieren sie diese Dosis mit 0,03 g Plasmochin 
oder einem plasmochinahnlichen franzésischen Praparat (Decourt, 
Sicault und Mitarbeiter). Es ist allerdings noch ganz ungeklart, 
ob der Plasmochinzusatz in irgendeiner Weise die vorbeugende 
Wirkung verstarkt. 

Bei diesen kleineren Dosen von Atebrin mu8 jedoch in Be- 
tracht gezogen werden, daB die bisherigen Versuche fast ausschlie8- 
lich bei einer Bevélkerung durchgefiihrt wurden, die zum Teil eine 
latente Malaria aufzuweisen hatte und die dementsprechend bereits 
iiber eine gewisse immunbiologische Abwehrkraft verfiigte. Diese 
Dosis, die bei den Eingeborenen in malariaverseuchten Gebieten 
ausreicht, ist aber héchstwahrscheinlich zu gering, um auch Euro- 
pier, die friiher nicht mit Malaria in Berthrung gekommen waren, 
in tropischen Gegenden zu schiitzen. Vorlaiufig miissen wir jeden- 
falls an der tiglichen Dosierung von 0,06 g festhalten. 

Es fragt sich dabei nur noch, ob das Atebrin in solechen Dosen 
iiber einen langeren Zeitraum hinweg vertragen wird. Hierauf kann 
mit wenigen Worten geantwortet werden. Alle unangenehmen 
Nebenerscheinungen, die beim Chinin regelm&8ig auftreten, fallen 
beim Atebrin fort. Hin und wieder treten leichtere Leibschmerzen 
auf. Ein besonderer Nachteil ist bei einzelnen Personen die mit der 


Zeit auftretende Gelbfarbung, die von einigen subjektiv unangenehm 
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empfunden, von anderen aber wieder gar nicht bemerkt wird. Bei 
anaimischen Personen macht sie sich starker bemerkbar. Sie beruht 
auf einer Farbstoffablagerung des Atebrins unter der Haut und hat 
mit einer Leberschidigung nicht das geringste zu tun. Auch in 
Fallen, wo das Atebrin iiber eine sehr lange Zeitspanne von 3 bis 
7 Jahren genommen wurde, sind Schadigungen nicht zur Beob- 
achtung gekommen (Winchester, Junge und Fischer). 

Es ist zu erwarten, daB die zur Zeit in bisher unerreichtem 
Ausma8 angewandte Atebrinprophylaxe die Uberlegenheit des 
Atebrins tiber das Chinin einwandfrei bestatigen und zur Erhaltung 
der Schlagkraft unserer Truppen auf den verschiedenen malaria- 
gefahrdeten Kriegsschauplitzen beitragen wird. 
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‘ Bemerkungen 
zum chemotherapeutischen Wirkungsmechanismus 
der Sulfon(amid)e 
Von 


Fritz Mietzsch 


(Aus dem Pharmazeutisch-wissenschaftlichen Laboratorium 
der I. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1942) 





Die Einbeziehung der Sulfonamidgruppe in unsere syn- 
thetischen Versuche mit Azoverbindungen, die in der Gemeinschafts- 
arbeit mit Klarer zu chemotherapeutischen Zwecken 1932 vor- 
genommen wurde, ist mitveranla8t durch die Kenntnis um die 
besonderen textilfarberischen Eigenschaften der sulfonamidhaltigen, 
zuerst von Hérlein, Kothe und Dressel 1909 hergestellten Azo- 
farbstoffe!*). Wahrend namlich bestimmte technisch verwendete 
Monoazofarbstoffe, wir z.B. das aus diazotiertem Anilin und 
1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon-p-sulfosdure erhaltliche Gelb, zwar 
lichtecht sind und vorziiglich egalisieren, aber nicht wasch- und 
walkecht sind, andere dagegen, wie z.B. das aus diazotierter 
1-Amino-8-naphthol-3,6-disulfosiure und 1-Phenylaminonaphtha- 
lin-8-sulfoséure erhaltliche Blau, sehr waschecht und lichtecht sind, 
aber nicht gut egalisieren, vereinigen die sulfonamidhaltigen gelben 
bis blauen Monoazofarbstoffe alle drei Higenschaften der Licht- 
echtheit, des Egalisierungsvermégens und der Wasch- und Walk- 
echtheit miteinander. 

Diese vorziiglichen Eigenschaften brachten uns auf den Ge- 
danken, da8 vielleicht auch in der Chemotherapie die Sulfonamid- 
substitution zu besonders wirksamen Verbindungen fiihren kénnte. 
Das hat sich mit der Einfiihrung des Prontosil hervorragend be- 
stitigt. Die Bemithungen, die fiarberischen Eigenschaften der 
Sulfonamidverbindungen noch staérker zum Leitfaden fir die Auf- 
findung neuer Chemotherapeutika zu machen, hat uns allerdings 
nicht weitergefiihrt, da die farberisch wertvollen sulfonamid- 


18) DRPP. 226239, 226240, 230594, 235775. 
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haltigen Farbstoffe im wesentlichen die Sulfonamidgruppe in meta- 
und ortho-Stellung zur Azogruppe tragen, wihrend in den chemo- 
therapeutisch wertvollen die Sulfonamidgruppe in para-Stellung 
zur Azogruppe steht. Auch ein naherer Einblick in den Wirkungs- 
mechanismus der therapeutisch verwendeten Sulfonamide war da- 
durch nicht zu gewinnen, da die tieferen Ursachen der farberischen 
Kchtheiten noch sehr wenig erforscht sind. 

Die neueren Anschauungen iiber den chemotherapeutischen 
Wirkungsmechanismus der Sulfonamide, wie sie nach den grund- 
legenden Arbeiten von Domagk?) einerseits durch angelsachsische 
Forscher [Woods?), Selbie®), McIntosh und Whitby‘), Fil- 
des®), Stamp®) Green und Bielschowsky’)] an Bakterien- 
extrakten, andererseits durch Kuhn und Schwarz’) am Faktor H’ 
der Hefe und Bakteriennihrboden (fiir Streptobacterium plan- 
tarum) entwickelt worden sind, besagen, da8 die fiir den Bakterien- 
stoffwechsel lebensnotwendige p-Aminobenzoeséure durch das fiir 
das Bakterium ungeeignete p-Aminobenzolsulfonamid oder seine als 
chemotherapeutisch wirksam erkannten Abkémmlinge aus ihrer 
cofermentartigen Bindung nach dem Massenwirkungsgesetz ver- 
dringt werden kann. Weitergehende Einzelheiten iiber die Natur 
der Bindung des p-Aminobenzolsulfonamids im Bakterium sind 
nicht bekannt. Diese Bindung kénnte entweder nur adsorptiv oder 
auch rein chemischer Natur sein, wobei man an den Einbau in 
Polypeptidketten an Stelle der p-Aminobenzoeséiure zu gemischt 
carbonamid-sulfonamidhaltigen Verbindungen denken kénnte. 
Kinen Anhaltspunkt fiir die letztere Auffassung gibt die Tatsache, 
daB diejenigen p-Aminobenzolsulfonamide die wirksamsten sind, 
die eine primare aromatische Aminogruppe, also eine zur Saure- 
amidbildung besonders befihigte Gruppe, besitzen. Beim p-Benzy]l- 
aminobenzolsulfonamid mit sekundérer Aminogruppe kann die 
Aktivitat durch die im Kérper erfolgende teilweise Abspaltung der 
Benzylgruppe (nachgewiesen durch Auftreten von freiem p-Amino- 
benzolsulfonamid im Harn’) erklart werden. Bei den p-Sulfonamid- 





1) Angew. Chem. 48, 657 (1935). 

*) Chem. a. Ind. 59, 133 (1940); Brit. J. exper. Path. 21, 74 (1940). 

3) Brit. J. exper. Path. 21, 90 (1940). 

4) Lancet 286, 431 (1939). 

5) Brit. J. exper. Path. 21, 67 (1940). 

6) Lancet 287, 10 (1939). 

7) Chem. a. Ind. 59, 135 (1940); Brit. J. exper. Path. 21, 38 (1940). 
8) Die Chemie 55, 1 (1942); Ber. chem. Ges. 74, 1617 (1941). 

®) Biochemic. J. 34, 648 (1940). 
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substituierten Azoverbindungen kann ebenfalls im Organismus oder 
an Ort und Stelle durch die Reduktionswirkung der Streptokokken 
p-Aminobenzolsulfonamid entstehen!®). Dagegen sind wirksame 
p-Aminobenzolsulfonamide mit tertiairer aromatischer Amino- 
gruppe bisher nicht bekannt. 

Hine weitere Frage ist die der Verteilung der p-Aminobenzol- 
sulfonamide im Bakterium. Bei der geringen GréBe der Bakterien, 
die eben an der Grenze des Sichtbaren liegt, ist es naturgemiB 
sehr schwer festzustellen, an welcher Stelle im Bakterienkérper, 
im Zell-Leib oder in der Hiille, sich die p-Aminobenzolsulfonamide 
vorzugsweise befinden. Nach der Co-Fermenttheorie miBte man 
sie hauptsachlich im Plasma erwarten. Wie die folgenden Aus- 
fihrungen zeigen, ist auch mit einer Anreicherung in der Membran 
zu rechnen. Alle Vermutungen miissen mit den folgenden Beob- 
achtungen in Einklang gebracht werden: 


1. Die sulfonamidgeschadigten Bakterien fallen, wie zuerst 
Domagk?) erkannte und wie es im ,,Prontosil-Film‘‘ durch die 
meisterhaften Mikrofilmaufnahmen von Koncek zur allgemeinen 
Kenntnis gebracht wurde, sehr leicht der Phagocytose anheim. Die 
Membran der Bakterien ist — vielleicht durch Harte- oder Elasti- 
zitatsverdnderungen — besser fiir die Phagocyten angreifbar 
geworden. 3 

2. Durch die Einwirkung der Sulfonamide wird nach 
Levaditis und seiner Mitarbeiter!) allerdings nicht ganz un- 
bestrittenen!?) Ansicht die Kapselbildung der Bakterien ver- 
hindert, was ebenfalls auf eine Stérung im Aufbau der Membran 
hindeuten wiirde. 

8. Unter Sulfonamideinwirkung beobachtet man haufig Rie- 
sen- und ZerreiBformen, in denen die Membran nur noch unvoll- 
kommen oder gar nicht mehr dem Turgor des Zellinhaltes stand- 
halten kann. 

4. Nach einer bisher wenig bekannten Beobachtung von 
Birgers!*%) zeigen die Streptokokken unter der EKinwirkung von 
Prontosil solubile Anfarbevermégen fiir den basischen Farbstoff 
Krystallviolett, der auf unbehandelte Streptokokken nicht auf- 
zieht. 





10) C. r. Soc. Biol. 120, 756 (1935); Lancet 282, 194 (1937). 

11) Presse méd. 108, 2097 (1935); C. r. Soc. Biol. 127, 22 (1938); Bull. 
Acad. Méd. Paris 121, 730 (1939); 

12) Zbl. Bakter. usw., O. 144, 223 (1939). 

13) Dtsch. med. Wschr. 68, 672 (1937). 
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Zweck der vorliegenden Zeilen ist es nun, auf zwei weitere 
technische Anwendungsgebiete der Sulfonamide hinzuweisen, und 
diese mit den ebengenannten Erscheinungen an sulfonamid- 
geschadigten Bakterien in Zusammenhang zu bringen. Die Sulfon- 
amide werden némlich nicht nur farbereitechnisch und chemo- 
therapeutisch, sondern auch als Weichmacher und als Gerbmittel 
verwendet. 

Als Weichmacher werden Stoffe bezeichnet, die mit den 
Filmen oder den plastischen Massen dauernd. verbunden bleiben, sie 
in einem bestimmten Kolloidzustand erhalten und ihnen die ge- 
wunschte Elastizitaét verleihen. Zuerst tauchte das Problem fir 
die Nitrocellulose auf, fiir die Campher als Weichmacher viel 
benutzt wurde. Durch die Arbeiten der Héchster Farbenfabriken 
wurde im p-Toluolsulfonamid ein neuer, dem Campher ebenbiirtiger 
Weichmacher fir Nitrocellulose gefunden, der sich spater noch 
ordéBere Bedeutung als Weichmacher fir Acetylcellulose errungen 
hat!4). Seitdem sind p-Toluolsulfonamid und dessen niedriger- 
schmelzende Monoalkyl- und Monoarylderivate sowie Benzol- 
sulfonamid und dessen Derivate unter verschiedenen Namen 
[Plastole, Camphrosal, Celludol, Mittel PJ Heyden, Neu-Camph- 
rosal, Plastomoll P 1°16)| von der Industrie in den Handel gebracht 
worden. 

Als Gerbstoffe werden Stoffe bezeichnet, die auf die leicht 
in Faulnis ibergehende Rohhaut konservierend wirken und ihr noch 
andere vorteilhafte, der Verwendung angepafte Higenschaften, 
z. B. beim Oberleder, WeiBgarleder und Samischleder eine gewisse 
Weichheit und Geschmeidigkeit, beim Sohlenleder dagegen eine 
gewisse Starrheit, verleihen. Die Auffassungen iiber das Wesen der 
Gerbung schwanken zwischen der alten, rein chemischen (Séguin), 
die sich auf die Parallelitat zwischen der Leim-Gerbstoffaillung und 





14) Auch Horlein beschaftigte sich 1909 nach seinem Eintritt in die 
Farbenfabriken vorm. Friedr. Bayer & Co. in Elberfeld mit der Herstellung 
von solchen Sulfonamiden als Weichmacher, bevor er durch Nitrierung des 
p-Toluolsulfochlorids, Umsetzung mit Anilinderivaten und Reduktion der Nitro- 
gruppe zu den Zwischenprodukten fiir seine oben erwahnten ersten sulfon- 
amidhaltigen Azofarbstoffe gelangte. AnlaB zu diesen Arbeiten war die Suche 
nach Verwendungsmoglichkeiten fiir groBe Mengen p-Toluolsulfochlorid aus 
der Saccharinfabrikation, also ein ahnlicher Vorgang wie er seinerzeit unter 


Duisberg zur Auffindung des aus abfallendem p-Nitrophenol herstellbaren 
Phenacetin fiihrte. 


15) Ullmann, Enzyklopadie, 2. Aufl. 7, 378. 
16) Frydlender, Kunststoffe 18, 225 (1928). 
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der Haut-Gerbstoffwirkung stiitzt, und der jiingeren Auffassung 
einer Oberflachenwirkung (Knapp), die durch die: kolloide Be- 
schaffenheit der gerbend wirkenden Stoffe wahrscheinlich gemacht 
wird. Hiernach wird durch den Gerbstoff das Zusammenkleben der 
Fasern beim Trocknen verhindert. Zwischen beiden Auffassungen, 
deren Berechtigung auch von der Art des verwendeten Gerbstoffes 
abhangt, vermittelt Stiasny. Nach ihm hat man es in erster 
Linie mit einer Adsorption des gelésten Gerbstoffes zu tun. Im 
AnschluB daran finden Oxydationen, Wasserabspaltungen und 
Polymerisationen, also chemische Verinderungen des Gerbstoffes 
statt, die zum Wasserunléslichwerden des Gerbstoffes fahren, so 
daB die Vorginge nicht mehr umkehrbar sind. 


Die im folgenden beschriebenen synthetischen Gerbstoffe 
schlieBen sich in ihrer Wirkung am ehesten der Alaungerbung an, 
bei der ein weibes, lichtechtes, weiches Leder erzielt wird. In den 
Patentschriften der Gesellschaft fiir Chemische Industrie Basel!”) 
wird ausgefiihrt, daB Arylsulfaminoarylsulfoséuren, wie z. B.: 


mt het 

Na0,$ —) NHOS—{__)—CH, 
die Eigenschaft haben, eine angesduerte Leim- oder Gelatinelésung 
auszuflocken, daB sie aber trotzdem keine echten gerbenden Eigen- 
schaften zeigen. KEchte Gerbstoffe werden aber erhalten, wenn 
an Stelle der Arylsulfaminoarylsulfosfuren nunmehr Arylsulfamino- 
benzylsulfosaéuren wie z. B.: 


Na0,S— ) —CH,NHO,S—{ \—CH, 


verwendet werden. Ferner erzielt man echte Gerbwirkungen, wenn 
man in die anfangs genannten Arylsulfaminoarylsulfosiuren weitere 
Sulfonamidgruppen einfihrt, wie z. B.: 


Na0,S—( nto, s—{ \_cn, 


peer: 3 / 


| ——— 
NHO,S—( )-cH, 
oder die nicht gerbenden einfachen Arylsulfaminoarylsulfosdiuren 
oder die bereits gerbenden, mehrere Sulfonamidgruppen enthalten- 
den Verbindungen der Einwirkung von Formaldehyd unterwirft, 
wobei im Einzelfall nicht feststeht, ob Formaldehyd als Methylol- 





17) DRPP. 297187, 297188, 319713, 320613. 
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gruppe in die Sulfonamidgruppe oder in eine andere Stelle des 
Molekiils eintritt, oder ob er zwei Molekiile der urspriinglichen Ver- 
bindungen, sei es an den Sulfonamidgruppen oder sonstwie, mit 
Hilfe einer Methylenbriicke verknipft. — Durch neuere Patente 
der I. G. Farbenindustrie!8) ist dieses Gebiet weiter ausgebaut und 
vervollkommnet worden. In ihnen werden beispielsweise Ver- 
bindungen genannt wie: 


ak gNa 
ef: hag, NH{ tah! fae, ee aes 
iat: 3 Dy sisal nel ‘ae 
Cl 50, Na é1 


und 


/ 
CH, rig \ —O1 
| ae 


S0,NH—-~ \—NHSO,—¢ \ 


/ bly (CO) Nae 
¢-) mk | 
ae 
\ 


silica cep 


oe ei 
LJ 00} NY 
i. | NHO.S—{  )—Cl 
SO,Na ae 


Cl 


In der letzten der genannten Patentschriften werden die Produkte 
als ausgezeichnete Gerbmittel zur Erzeugung eines weifen, sehr 
lichtechten Leders bezeichnet. Gleichzeitig dienen die Stoffe als 
Reserviermittel, um die tierische Faser vor Anfairbung durch sub- 
stantive Farbstoffe zu schiitzen, und umgekehrt als Fallmittel fiir 
basische Farbstoffe. In letzterer Beziehung haben sie also dieselbe 
Funktion wie das Tannin, das auch erst das Aufziehen basischer 
Farbstoffe, wie z. B. Krystallviolett, auf die pflanzliche Faser 
erméglicht [vgl. hierzu die obenerwaéhnte Beobachtung von 
Birgers?) |. 

Grundsatzlich unterscheiden sich die genannten Stoffe von 
den bekannten chemotherapeutisch verwendeten Sulfonamiden 
durch die meta-Stellung der Sulfonamidgruppe zur Aminogruppe 





18) Engl.PP. 333554, 333559, 353046, 482524. 








Bemerkungen zum chemotherapeutischen Wirkungsmechanismus usw. 95 


und den Gehalt an wasserléslich machenden Sulfosiuregruppen. 
Immerhin sind auch eine Anzahl Sulfonamide mit Sulfosdure- 
gruppen im Molekil als chemotherapeutisch wirksam bekannt; 
die para-Stellung der Sulfonamidgruppe zur Aminogruppe muB 
allerdings auch in ihnen gewahrt sein; z. B.: 


Navs—( _)-NHOS—{ )-NBL 
Eine Verdoppelung der Sulfonamidgruppe fiihrt auch in den chemo- 
therapeutisch wirksamen Verbindungen zur Wirkungssteigerung, 
wenigstens gegentiber Staphylokokken und Gonokokken, wie dies 
von den Diseptalen her, z. B. bei: 


H,No,S—C )-NHO,S—{ \—NH, 


bekannt ist. Der Ubergang zu den ,,Triseptalen‘‘ und_,,'Tetra- 
septalen‘* bringt allerdings im Tierversuch einen starken Wirkungs- 
abfall mit sich, was aber dadurch erklart werden kann, da8B Stoffe 
mit mehr als zwei Benzolkernen nur noch unvollstaéndig peroral 
resorbiert werden. ! ro 

Nach den sulfonamidhaltigen Gerbstoffen sind auch die sulfon- 
haltigen zu erwaihnen, die sich zumeist vom 4,4’-Dioxydiphenyl- 


sulfon 
Ho—{ »—SO, < )-07 


und seinen kernsubstituierten Abkémmlingen ableiten. Die in den 
Patenten von J. R. Geigy & Co.!%) und der I. G. Farbenindustrie?°) 
beschriebenen Gerbstoffe werden durch Umsetzung von Dioxydi- 
phenylsulfonen mit Formaldehyd und aromatischen Sulfoséuren 
bzw. Formaldehyd und Salzen der schwefligen Saure, eventuell 
verbunden mit einer Nachbehandlung, erhalten. Sie bilden ein 
Gegenstiick zu den als Chemotherapeutika benutzten Sulfon- 
verbindungen, z. B. dem 4,4’-Diaminodiphenylsulfon : 


H,) = 80 )—NH, 


Bei einem anderen Objekt ware es leicht, den Nachweis der 
Sulfonamide und Sulfone als Weichmacher und gerbstoffbildende 
Bausteine und ihrer Speicherung in der Bakterienmembran, etwa 





19) DRPP. 611671, 617015, 617469. 
20) DRPP. 636310, 648717. 
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durch Diazotierung und Kupplung zu Azofarbstoffen nach der Art 
des Harn- und Blutnachweises der Sulfonamide, zu fihren und die 
Verhaltnisse durch Farbeffekte mikroskopisch sichtbar zu machen. 
Bei der Kleinheit der Streptokokken und der wichtigsten anderen 
pathogenen Bakterien ist dieser Weg leider nicht méglich. Ein Fort- 
_ sehritt in dieser Richtung ware aber denkbar, entweder unter Bei- 
behaltung des klassischen (Streptokokken-) Modells durch Verfeine- 
rung der Untersuchungsweise [z. B. Elektronenmikroskop?!)] oder 
unter Vergréberung des Modells durch Ubergang von den Strepto- 
kokken zu gréferen, ebenfalls sulfonamidempfindlichen Gebilden. 





*1) Ruska, Z. Hyg. usw. 128, 289, 294 (1941). 
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Zur Blutkalkbestimmung 


Von 


Gerhard Hecht 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
Werk Wuppertal-Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Die Bestimmung des Calciums im Blutserum gehért zu den 
altesten und einfachsten Verfahren der Mikroanalyse und 1aBt sich 
bei praziser Kinhaltung der Technik fraglos mit aller wiinschens- 
werten Genauigkeit durchfiihren. Allerdings dirfen diese techni- 
schen Voraussetzungen der exakten Beherrschung der Mikro- 
analyse nicht zu leicht genommen werden. An Untersuchungs- 
stellen, die solche Bestimmungen nur gelegentlich ausfihren, 
werden noch haéufig recht unwahrscheinliche Ergebnisse gewonnen. 
Doch soll hier nicht von diesen Schwierigkeiten die Rede sein, sie 
sind im Prinzip langst iberwunden. 

Im Zusammenhang mit der therapeutischen Anwendung des 
Dihydrotachysterinpraparates AT10 hat sich nun in zunehmendem 
Ma8e ein praktisch-drztliches Interesse an genauesten Serumkalk- 
werten ergeben, fiir Indikationsstellung und Dosierung dieser 
Therapie sind diese Werte maSgebende Unterlagen. Der Zweck 
dieser Zeilen ist daher, darauf hinzuweisen, da verschiedene Ver- 
fahren der Serumkalkbestimmung aus methodischen Griinden zu 
unterschiedlichen Resultaten fiihren, deren Abweichungen in diesem 
Zusammenhang moglicherweise auch praktische Bedeutung haben 
konnten. 

Die meist benutzten Methoden der Serumkalkanalyse beruhen 
auf der Oxalatfallung. Diese wird in Deutschland meist im nativen 
Serum ohne Entfernung der Eiwei8k6rper vorgenommen, so auch 
beim Verfahren nach Holtz, Gissel und Rossmann!). 
Van Slyke und Sendroy?) haben aber schon vor Jahren daraui 
hingewiesen, daB man héhere Werte erhalt, wenn man vor der 


Oxalatzugabe die SerumeiweiBkérper mittels Trichloressigsiure 
entfernt. 
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Ich hatte nun vor einiger Zeit Gelegenheit, eine Reihe von 
40 normalen und pathologischen menschlichen Seren vergleichend 
zu untersuchen. Dabei wurde einerseits streng nach der van Slyke 
und Sendroy gegebenen Vorschrift mit Trichloressigsdurefallung 
der EiweiBkérper, andererseits in Anlehnung an das von Kramer 
und Tisdall’) baw. Clark und Collip‘) entwickelte Verfahren 
gearbeitet, in beiden Fallen unter Anwendung der Titration mit 
KMnO,. Die gewonnenen Doppelwerte sind fiir jedes Serum in ein 
Diagramm eingetragen, das auBerdem die beiden Linien zeigt, auf 
denen alle Punkte liegen miSten, wenn sie a) tbereinstimmen 
wiirden (0°/, Abweichung), b) bei EnteiweiBung um 10°/) héher 
liegen wirden als ohne. 
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Das Ergebnis deckt sich also véllig mit den Resultaten von 
van Slyke und Sendroy, die eine Abweichung von 5—15°/, 
fanden [vgl. auch Tingey®)]. Nur in einem Falle fand sich keine, 


in einem anderen eine wesentlich gréBere Abweichung (ein- 
geklammerte Werte). 
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Man hat schon frither damit gerechnet, daB bei direkter Fallung 
die unzureichende Reinigung des Calciumoxalatniederschlages einer- 
seits die Werte erhéht, andererseits sind sie durch unvollstindige 
Ausfallung erniedrigt [Literatur vgl. bei Heller und Stary®)]. Es 
ist aber dabei nicht korrekt, anzunehmen, daB diese Fehler sich 
gerade kompensieren. 

Die Frage ist nun, ob die nach EnteiweiBung gewonnenen 
hédheren Werte die richtigeren sind (auf eine Fehlerquelle hierbei 
sei nur hingewiesen: das zu benutzende Filter mu8 vdllig aschefrei 
sein, ich benutzte nach anfianglichen Fehlschligen Sinterglas- 
nutschen). Auf Vorschleg von Herrn Prof. F. Holtz hin bin ich 
dieser Frage in Versuchen mit Veraschung des organischen Mate- 
rials nachgegangen. Dabei wurde aus duBeren Griinden Hunde- 
serum benutzt, von dem je 5 ccm im Platintiegel verascht wurden. 
Die Asche wurde je einmal mit HCl und mit NH, abgeraucht, dann 
in verdinnter Essigsiure aufgenommen und die Lésung in genau 
gleicher Weise wie das Trichloressigfiltrat nach van Slyke und 
Sendroy weiterverarbeitet. Gleichzeitig wurden die beiden 
anderen Methoden ausgefiihrt. Vier verschiedene Seren wurden 


mit je 8 Einzelbestimmungen nach jeder Methode analysiert. Die 
lirgebnisse waren: 


























Direkte Fallung EnteiweiBung Veraschung 
Serum I 9,67 + 0,13 10,80 + 0,10 10,40 -++ 0,10 mg-°/, 
Serum II 9,46 + 0,06 10,41 + 0,11 9,55 + 0,15 mg-°/, 
Serum IIT 9,82 + 0,18 10,74 + 0,06 10,54 + 0,06 mg-°/, 
Serum IV 9,81 + 0,19 10,61 + 0,11 10,15 -+- 0,05 mg-°/, 


Die mit Veraschung bestimmten Werte liegen also in allen 
Fallen zwischen denen der beiden anderen Methoden, im Mittel 
waren sie um 0,47 mg-°/, héher als bei direkter Fallung und um 
0,48 mg-9/,, also genau den gleichen Betrag, geringer als bei Ent- 
eiweiBung. ae 

Es wurde ferner folgender Versuch ausgefihrt: 

16 ccm Serum III wurden auf 8 Zentrifugenglaiser 4 2 ccm 
verteilt, je 2 ccm Wasser und 4 ccm gesittigtes Ammonoxalat zu- 
gesetzt. Am folgerden Tag wurde wie tblich abgeschleudert, die 
Bestimmung ergab diesmal 9,90 + 0,10 mg-°/,. Die vom Nieder- 
schlag abgeheberte Flissigkeit wurde vereinigt in einem Platin- 
tiegel eingedampft, verascht und darin Calcium bestimmt. Es 
trat ein Oxalatniederschlag auf, der nach der Titration 0,064 mg 
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Calcium enthielt, d. h. in dem Serum waren 0,4 mg-°/, ungefallt 
geblieben. 

Die Versuche sprechen also dafiir, da8B 1., wie bereits bekannt, 
bei der direkten Oxalatfallung im Serum ein Teil des Calciums nicht 
mitgefallt wird, 2. dieser Verlust aber nicht so groB ist, wie er nach 
dem Verfahren von van Slyke und Sendroy erscheint, sondern 
daB 3. bei dieser Methode eine noch unbekannte Fehlerquelle zu zu- 
hohen Werten fiihrt. 

Unter praktischen Verhaltnissen, insbesondere 1m Rahmen der 
AT10-Therapie, ist zu empfehlen, nur Serumkalkwerte unter- 
emander zu vergleichen, die mit derselben Methode gewonnen sind. 
Das einfache Verfahren der direkten Fallung fiihrt bei exakter 
Arbeit sicherlich zu Resultaten, die den in diesem Zusammenhang 
za stellenden Anspriichen gerecht werden. 
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Uber den Einflu8 der Keimdrisenwirkstoffe auf Entstehung 
und Wachstum maligner Tumoren 
Von 


Chr. Hackmann 





(Aus dem Institut fiir experimentelle Pathologie der I.G. Farbenindustrie A.-G. 
Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Klinische Beobachtungen haben schon sehr frith zu der Ver- 
mutung gefiihrt, daB der Keimdriisenfunktion eine wesentliche 
Bedeutung fiir die Entwicklung boésartiger Geschwiilste, ins- 
besondere fiir Entstehung und Verlauf der Krebse des weiblichen 
Genitalsystems, zukommt. 

Das gehaufte Auftreten in zeitlichem Zusammenhang mit der 
Altersumstellung der endokrinen Funktionen, die ungiinstige Pro- 
gnose bei jugendlichen Individuen und andererseits der Umstand, 
da8B Geschwiilste im hohen Lebensalter — bei vélligem Ausfall der 
Sexualfunktion — vielfach einen weniger bésartigen Charakter 
zeigen, spricht vor allem im Sinne dieser Auffassung. 1889 schlug 
Schinzinger als erster vor, bei jimgeren Frauen mit Mamma- 
carcinom die Kastration durchzufiihren und 1897  berichtete 
Beatson iiber giinstige Ergebnisse mit diesem Vorgehen. Seitdem 
erschienen bis in die jiingste Zeit hinein zahlreiche Mitteilungen 
von klinischer Seite, in denen die giinstige Wirkung der Ovarien- 
ausschaltung beim Mammacarcinom hervorgehoben wurde: (Thom- 
son 1902, Lett 1908, Guinard 1905, Michels 1905, G.G. 
Smith 19386, Ch. L. Martin 1986, T. Pissareva und J. Dei- 
néka 1936, R. Tresser 1986, Paterson 1936, G. H. Taylor 1939, 
P. Ullrich 1989, I. P.Zum Busch 1940, M. Hunt 1940). 
W. E. Herrell kam bei einer interessanten Zusammenstellung auf 
Grund anamnestischer Erhebungen zu dem Ergebnis, daB in einer 
Gruppe von 1906 Frauen mit Brustkrebs nur in 1,5°/, friiher eine 
Kastration erfolgt war, waihrend in einer vergleichbaren Gruppe 
von 1011 Nichtkrebskranken 15,4°/, Kastrationen vorgenommen 
worden waren. Dies wiirde fiir eine verringerte Brustkrebserwartung 
bei Kastrierten sprechen. Die Beobachtungen am Menschen haben 
indessen bisher keineswegs zu einer einheitlichen Auffassung tiber 
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den therapeutischen Wert der Kastration beim Mammacarcinom 
gefihrt. F. Sauerbruch und E. Knake untersuchten die Frage, 
ob in den Kérpern kastrierter Tiere Verdinderungen auftreten 
kénnen, welche die Geschwulstentstehung durch verschiedene 
Reize unspezifischer Art begiinstigen und fanden diese Annahme in 
Tierversuchen bei Ratten bestatigt. 

Die durch Erforschung der cancerogenen Kohlenwasserstoffe 
aufgedeckte chemische Verwandtschaft zwischen dem _héchst- 
wirksamen Methylcholanthren und einer Gruppe kérpereigener 
Verbindungen, die auSer den Sterinen, Gallenséuren u. a. auch die 
Sexualhormone umfaBt, lenkte in ganz besonderem MaB die Auf- 
merksamkeit auf die hier vermuteten Zusammenhinge. 

Wir sehen also, da8 mannigfache Hinweise dafiir vorhanden 
sind, daB zum mindesten manche Geschwulstarten mit St6rungen 
der Keimdriisenfunktion in Zusammenhang stehen kénnten. Die 
bisher vorliegend™ sehr zahlreichen tierexperimentellen Ergebnisse 
sind jedoch viel.ach widersprechend. Jedenfalls sind wir noch weit 
davon entfernt, auch nur einigermafen zu iibersehen, welche Rolle 
die Keimdriisenhormone bei Entstehung und Wachstum bésartiger 
Geschwiilste im einzelnen spielen. Von den in diesem Zusammen- 
hang im Vordergrund stehenden Einzelfragen beanspruchen die 
folgenden am meisten unser Interesse: 

kommt den Sexualhormonen selbst eine krebserregende Wir- 
kung zu? ; 

kénnen aus ihnen im Organismus unter pathologischen Ver- 
haltnissen krebserregende Stoffe entstehen ? 

kénnen in Organen und KG6rperfliissigkeiten von Krebs- 
kranken krebserregende Substanzen nachgewiesen werden ? 

beeinflussen die Sexualhormone das Wachstum bereits be- 
stehenden Krebses ? ; 


und hat die Ausschaltung der Keimdriisen einen nachweis- 
baren Einflu8 auf das Tumorwachstum ? 
| Was zunachst die etwaige krebserregende Higenschaft der 
dstrogenen Wirkstoffe anbelangt, so haben zahlreiche experimen- 
telle Arbeiten Hinweise fiir ihre Bedeutung fiir das Auftreten von 
Tumoren bei Tieren geliefert. Es steht fest, daB sie bei minnlichen 
und bei weiblichen kastrierten Mausen aus krebsbelasteten Stimmen 
Mammacarcinome auslésen kénnen. In den interessanten Ver- 


suchen von H. Pierson konnten auch bei nicht belasteten Tieren 
(Kaninchen) polypése Wucherungen der Uterusschleimhaut, infil- 
trierende Driisenwucherungen und ausgedehnte Pflasterepithel- 
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metaplasien hervorgerufen werden, wobei die histologischen Bilder 
zum mindesten sehr krebséhnlich waren (Borst). Bei Beriick- 
sichtigung der sehr zahlreichen und eingehenden Arbeiten iiber 
diese wichtige Frage — wobei besonders auf die umfassende Zu- 
sammenstellung von H. Friedrich-Freksa hingewiesen sei — 
kommen wir jedoch zu dem Schlu8, da8 die éstrogenen Substanzen 
nicht als eigentlich krebserregende Stoffe anzusehen sind. Ihre 
krebsauslésende Wirkung ist an besondere Bedingungen gekniipft 
und — soweit es sich um Mammacarcinome der Maus handelt — 
offenbar darauf beschrainkt, einen Entwicklungsgrad der Milch- 
driisen herbeizufiihren, der seinerseits Vorbedingung fir das Wirk- 
Samwerden eines anderen, noch nicht naher bekannten cancero- 
genen Faktors ist (Lacassagne). Die an einem groBen Material 
ausgefihrten Versuche von C. Kaufmann und H. A. Miller 
zeigten, daf die Spontantumorhaufigkeit bei krebsbelasteten 
Mausestammen durch Behandlung mit Follikelhormon nicht 
erhéht wird. 

Hs ist ferner bemerkenswert, daB die synthetischen é6strogenen 
Verbindungen aus der Stilbdstrolreihe sich hinsichtlich der krebs- 
auslésenden Wirkung ebenso verhalten wie die natiirlichen Wirk- 
stoffe. Dieser Umstand spricht gegen die Auffassung, da die 
Sexualhormone schon auf Grund ihrer chemischen Verwandtschait 
zu cancerogenen Verbindungen verdachtig seien; denn die Stilb- 
dstrole stehen keiner der bisher bekannten cancerogenen Sub- 
stanzen chemisch nahe. Aber auch die Ableitung cancerogener 
Verbindungen aus den natirlichen 6strogenen Substanzen stoBt 
insofern auf Schwierigkeiten, als die Untersuchungen von Barry, 
Cook, Haslewood, Hewett, Hieger und Kennaway ergeben 
haben, daf der Kohlenwasserstoff, der das Grundskelett der 
Sexualhormone enthalt, das Cyklopentenophenanthren nicht can- 
cerogen ist. Andererseits kénnen aber Verbindungen vom Typ des 
Methylcholanthrens aus den Sexualhormonen wegen Fehlens einer 
Seitenkette nicht entstehen. Wir kénnen daher nicht die Wirkung 
der éstrogenen Substanzen durch Hinweis auf ihre chemische Ver- 
wandtschaft mit cancerogenen Kohlenwasserstoffen begriinden 
(Geschickter, H. Friedrich-Freksa, Butenandt). 

Die weitere Frage, ob unter pathologischen Verhaltnissen im 
Organismus krebserregende Stoffe aus Steroiden bzw. aus Sexual- 
hormonen gebildet werden, 148t sich zur Zeit noch nicht be- 
friedigend beantworten. Sichere Beweise fiir diese Arbeitshypothese 
liegen noch nicht vor. Butenandt teilte mit, daB die von ihm 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 3 
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zusammen mit H. Dannenberg und H. Friedrich-Freksa zur 
Nachpriifung der Angaben von Schabad durchgefiihrten Versuche 
aus Leber und Galle von Krebskranken, sowie aus ‘Tumoren 
cancerogene Fraktionen zu gewinnen, bisher nicht zu einer den 
cancerogenen Stoffen vergleichbaren Bildung von Hautcarcinomen 
oder Sarkomen am Injektionsort gefiihrt haben. 

Wir selbst haben Untersuchungen tiber das Vorkommen von 
cancerogenen Substanzen in den Keimdriisen und im Urin von 
Krebskranken durchgefihrt, wobei die unverseifbaren lipoid- 
léslichen Anteile entweder in éliger Lésung Ratten injiziert oder 
in Benzol gelést bei Mausen auf die Haut gepinselt wurden. 
Unsere altesten Tierversuche erstrecken sich jetzt iiber 12 Monate, 
ohne daB sich Anhaltspunkte fiir eime krebserregende Wirkung 
ergeben haben. 

Wir haben ferner die Frage gepriift, ob hohe Dosen einer 
éstrogenen Substanz einen nachweisbaren Hinflu8 auf das Wachs- 
tum vorhandener Geschwiilste ausiiben. 

Mit einer Zellaufschwemmung des Ehrlich-Carcinoms intra- 
muskulir geimpfte Mause wurden von dem der Impfung folgenden 
Tage an mit subcutanen Injektionen einer Aufschwemmung von 
Diathylstilbéstrol (Cyren A) in physiologischer Kochsalzlésung tig- 
lich behandelt. Die gleiche Anzahl] von Kontrollmausen erhielt 
Injektionen von Kochsalzlésung. Das Tumorwachstum wurde 
wochentlich 2mal kontrolliert und graphisch aufgezeichnet. Die 
Versuche wurden 83—4 Wochen fortgesetzt bis die Tumoren WalnuB- 
gréBe und dariber erreicht hatten und ein Teil der Tiere einging. 
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. I wiedergegeben. Das 
Tumorwachstum ist hierbei als ,ungehemmt*‘ bezeichnet, wenn die 
Tumoren in der Weise, wie dies bei unserem Tumorstamm ge- 
wohnlich der Fall ist, progressiv wuchsen und in der 2. Woche nach 
Impfung etwa die Gréf8e einer Haselnu8 erreicht hatten; als ,,ge- 
hemmt“ sind dagegen diejenigen Fille bezeichnet, bei denen die 
Impfung zwar angegangen, aber die Tumoren in der Entwicklung 
deutlich zuriickgeblieben waren. 

Das Wachstum des Ehrlich-Carcinoms wird demnach durch 
die Behandlung mit hohen Dosen von Cyren A nicht in nachweis- 
barem Grade, insbesondere nicht im Sinne einer Wachstums- 
steigerung, beeinfluft. | 

Uber die Wirkung der Ovarienausschaltung auf Impf- 
geschwilste und Reiztumoren liegen im Schrifttum zahlreiche 
Untersuchungen vor, die, je nach den gewahlten Versuchs- 
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Tabelle I 
Anzahl | Vorzeitig | Tumorwachstum Insgesamt 
Versuch der ein- verabreichte 
Miuse | gegangen| negativ |jgehemmt|ungehemmt} Dosis 
1. : 
Versuchstiere.| 10 2 5 — 3 6 mg 
Kontrollen. .j 10 — 3 — 7 — 
2. 
Versuchstiere.}| 10 1 1 3 5 3 mg 
Kontrollen. .| 10 — —- 1 9 — 
3. 
Versuchstiere.}| 10 2 3 2 3 3 mg 
Kontrollen. .| 10 1 2 — 7 — 
4, 
Versuchstiere.}| 10 3 2 — 5 3 mg 
Kontrollen. .}| 10 — 5 ee 4 —- 




















bedingungen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt haben. 
Von besonderer Bedeutung fiir unsere Fragestellung sind vor allem 
die SchluBfolgerungen, die sich aus den experimentellen Unter- 
suchungen an spontanen Tumoren ergeben. 1918 konnte L. Loeb 
die wichtige Feststellung machen, daB Mause die Empfanglichkeit 
fiir spontane Mammacarcinome verloren, wenn im jugendlichen 
Alter die Ovarien entfernt wurden. Erfolgte die Kastration erst 
spater beim geschlechtsreifen Tier, so blieb dieser Effekt aus. Diese 
Beobachtung wurde spater von einer ganzen Reihe anderer Forscher 
bestatigt. So gelang es Cori, bei einem Mausestamm mit einer 
Spontantumorhaufigkeit von 78°/, durch Kastration zwischen dem 
15. und 22. Lebenstage die Tumorentstehung vdéllig zu verhindern. 
W. Murray konnte durch Frihkastration bei einem Mausestamm 
mit hoher Anfalligkeit fir Brustkrebs fast véllige Tumorfreiheit 
erreichen. Weitere Untersuchungen mit gleichen Ergebnissen 
wurden von Sannié und Alphandéry und von R. Korteweg 
veroffentlicht. Wir kénnen danach als gesicherte Tatsache an- 
nehmen, da8 die vor der Pubertat vorgenominene Kastration das 
spitere Auftreten eines Mammacarcinoms mit ziemlicher Sicherheit 
verhindert. Eine hemmende Einwirkung der Kastration auf das 
Wachstum des bereits vorhandenen spontanen Mammacarcinoms 
hat sich — wie vor allem aus den neueren Untersuchungen von 
H. Baatz hervorgeht — experimentell bisher nicht nachweisen 
lassen, obgleich die obenerwihnten Beobachtungen von klinischer 
Seite fiir eine derartige Wirkung zu sprechen scheinen. 

Wir stellten uns nun die Aufgabe, zu untersuchen, ob die gleich- 
zeitig mit der operativen Entfernung des Primartumors vor- 


3* 
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genommene Kastration eine Kinwirkung auf den weiteren Verlauf 
zeigt, d.h. ob das Wiederauftreten neuer Tumoren durch die 
Stérung des innersekretorischen Gleichgewichts beeinfluBt wird. 
Wir gingen dabei von dem Gesichtspunkt aus, da8 zwar das Wachs- 
tum eines schon vorhandenen Tumors bestimmter GréBe — wie die 
Versuche von H. Baatz zeigen — nicht mehr nachweisbar be- 
eintrachtigt wird, daB® aber méglicherweise die spiter entstehenden 
Tumoren vielleicht eher beeinfluBbar sind, da sie ja von Anfang 
an unter der Einwirkung der durch die Kastration bewirkten Um- 
stellung stehen. Hine Bestatigung dieser Annahme ware auch von 
erheblichem praktischem Interesse, weil damit eine experimentelle 
Grundlage fiir die von manchen Klinikern vertretene Ansicht vom 
therapeutischen Wert der Kastration beim Maimmacarcinom ge- 
geben ware. 

Es muB hierbei zunachst unbericksichtigt bleiben, ob es sich 
bei den Tumoren, die bei unseren Spontankrebsmausen nach 
operativer Entfernung des ersten Tumors mit groBer RegelmaBig- 
keit erneut auftreten, um eigentliche Rezidive im strengen Sinne 
handelt, die den Rezidiven nach Operation eines Mammacarcinoms 
des Menschen vergleichbar sind. Wahrscheinlich handelt es sich 
nicht um Absiedlungen des Primaértumors, sondern in den meisten 
Fallen um multiple, primare Tumoren. 

Wir verwendeten fiir diese Versuche Tiere eines Inzucht- 
mausestammes, bei welchem rund 45°/) aller Weibchen an Mamma- 
carcinom erkranken. Die Tumoren treten auf, wenn die Tiere 
10—12 Monate alt sind und fihren ausnahmslos in etwa 6 bis 
8 Wochen zum Tode. Um zuniachst Erfahrungen iiber das Ver- 
halten dieser Tumoren nach operativer Entfernung zu sammeln, 
wurden bei einer gr6Beren Zahl von Tieren die Tumoren, nachdem 
sie eine GréBe von 5—10 mm Durchmesser erreicht hatten, in 
Athernarkose entfernt und die operierten Tiere, ohne daB weitere 
Hingriffe erfolgten, bis zu ihrem Tode beobachtet. Tumoren der 
angegebenen GréBe lassen sich in der Regel, wenn nicht ungewohn- 
liche Lokalisationen wie z. B. in der Halsregion oder in der Nahe 
der Genitalorgane vorliegen, ohne besondere Gefahr fiir die Tiere 
volistandig entfernen, da sie gegen das umliegende Gewebe gut 
abgegrenzt sind. Da iberwiegend altere Mause, die vielfach ohnehin 
nur noch eine beschrinkte Lebensdauer zu erwarten haben, an 
Krebs erkranken, scheidet ein nicht geringer Teil der operierten 
Tiere fiir die Beurteilung aus, weil sie innerhalb zu kurzer Zeit nach 
der Operation eingehen, ohne da8 ein neuer Tumor aufgetreten 
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wire. Von 150 operierten Tumormiusen verloren wir so 58, die vor 
Ablauf der ersten 2 Monate nach Operation eingingen und bis zu 
diesem Zeitpunkt noch tumorfrei waren. Da wir beobachtet haben, 
daB weitaus die meisten Tumoren bei unseren Mausen, wenn iiber- 
haupt, dann innerhalb der ersten 2 Monate nach Operation auf- 
treten, so legten wir diesen Zeitpunkt als Grenze fiir die Beurteilung 
fest. Bezogen auf die Lebensdauer der Maus entspricht dies an- 
nihernd dem Begriff der ,,Fiinfjahresheilung’’ beim menschlichen 
Carcinom. Natirlich kommen Ausnahmen von dieser Regel — 
ebenso wie beim Menschen — nicht gerade selten vor. Die neuen 
Tumoren traten zum kleineren Teil an der Stelle des operativ ent- 
fernten ersten Tumors auf, meist erschienen sie aber an anderen 
Stellen, jedoch stets im Bereich der Milchdriisen. Die Tumoren 
wurden in allen Fallen histologisch untersucht, und zwar handelte 
es sich um Adenocarcinome von alveoliérem oder auch papillarem 
Bau, haufig mit Cystenbildung. 

Bei einer zweiten Gruppe von Mausen wurde auBer der Ent- 
fernung des Tumors die Kastration ausgefiithrt. Die Entfernung 
beider Ovarien erfolgte vom Ricken aus und zwar entweder gleich- 
zeitig mit der Tumoroperation oder 1—2 Tage spiter. Die hierbei 
verwendeten Miuse stammten aus dem gleichen Inzuchtstamm wie 
die nichtkastrierten. Fitterung und Haltung waren bei beiden 
Gruppen vollkommen gleich. 


In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse dieser Ver- 
suche zusammengestellt. ‘ 


Tabelle II 








Anzahl }Vorzeitig] Neue Tumoren hatten Davon , 
der fi an der | Negativ 
operiert. ' {2 Mon. nach . Operat.- | blieben 
Tiere | 2egativ | Operation ceed Stelle ; 





























Nicht kastriert 114 39 5D rf 15 13 
Kastriert ... 36 14 14 2 6 6 


Bei den nichtkastrierten Mausen traten die Tumoren durch- 
schnittlich 58 Tage nach Operation auf, bei den kastrierten 38 Tage; 
da jedoch sehr groBe Unterschiede hinsichtlich dieses Intervalls 
bei den einzelnen Individuen in beiden Gruppen bestanden, kann 
aus diesen Zahlen nicht auf einen Einflu8 der Kastration ge- 
schlossen werden. Wie aus der Tabelle hervorgeht, traten in der 
kastrierten Gruppe etwa bei 3/, der Mause, die lange genug am 
Leben blieben, erneut Tumoren auf. Dieser Anteil entspricht 
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annihernd dem, der nach den Ergebnissen in der nichtkastrierten 
Gruppe zu erwarten ist. Die geringen Unterschiede sind als inner- 
halb der Fehlerschwankungen liegend anzusehen. Wir kénnen also 
aus unseren Versuchen nicht entnehmen, da8 die Kastration einen 
nachweisbaren, hemmenden Ejinflu8 auf das Auftreten neuer 
Tumoren nach operativer Entfernung des ersten Mammacarcinoms 
ausiibt. Ebensewenig ergab sich ein Hinweis fiir die Annahme, daB 
die Stérung des hormonalen Gleichgewichts eine Stimulierung des 
Tumorwachstums und eine erhéhte Neigung zum Auftreten neuer 
Geschwiilste zur Folge hat. 
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Uber neue synthetische, hochwirksame Ostrogene 


Von 


Walter Salzer 





(Aus der pharmazeutisch-wissenschaftlichen Abteilung 
des Werkes Elberfeld der I.G. Farbenindustrie A.-G.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Das praktisch wertvollste Ergebnis der letzten Jahre auf dem 
Hormongebiet ist zweifellos die Auffindung dstrogen hochwirk- 
samer, synthetisch zuginglicher Verbindungen, eine Entdeckung, 
die in den wesentlichen Teilen den Arbeitskreisen von EK. C. Dodds 
und R. Robinson!) gelungen ist. Als ein Ergebnis dieser Arbeiten 
wird angesehen, da8 die déstrogene Wirksamkeit relativ unspezifi- 
schen Charakters ist, d. h. da8 es relativ viele, verschiedenartig 
gebaute Verbindungen gibt, die in bestimmten Dosen den Allen- 
Doisy-Test positiv ausfallen lassen. Im allgemeinen sind jedoch 
hierfiir wesentlich héhere Dosen als die fiir natirliche Follikel- 
hormone notwendig. Eine Ausnahme davon machten bisher die 
Verbindungstypen I, II, III, 


we 
Ill a RY oO 


die in enger konstitutioneller Beziehung zueinander stehen und 
sich alle von einem meso-dialkyliertem Diphenylathan ableiten. 
Diese Verbindungen sind auch in der GréBenordnung der Dosis 
dem Ostradiol gleichwertig. Von den Typen I und II sind jeweils 
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zwei isomere Formen, bekannt und es ist recht bemerkenswert, daS 
jeweils nur einer der beiden Formen die hohe Wirksamkeit zu- 
kommt. Vom TypusI kennen wir das hochwirksame Diathyl- 
stilbdstrol vom Schmelzp. 171° und das wesentlich schwacher wirk- 
same Isomere, das w-Diathylstilbéstrol vom Schmelzp. 140°. Vom 
Typ II besitzt das 3,4-Di-(p-oxy-phenyl)-hexan vom Schmelzp. 181° 
eine Rattencinheit in 0,5 y, die isomere Form vom Schmelzp. 128° 
ist 1000mal schwicher wirksam?). Wir sehen also, daB bei den 
hochwirksamen Verbindungen eine sehr scharfe Abhangigkeit der 
Wirkung vom sterischen Bau besteht. Wenn wir von der Spezifitat 
der Wirkung sprechen, ist es deshalb zweckmafig unter den 
dstrogen wirksamen Verbindungen 2 Gruppen zu. unterscheiden: 


1. Diejenigen Verbindungen, die in der Dosis von Milligrammen 
eine Ratteneinheit besitzen. Hier kennen wir die verschieden- 
artigsten Baugruppen. Nicht einmal die Anwesenheit von Oxy- 
gruppen ist fiir diese Wirksamkeit unbedingt erforderlich, z. B. ist 
das Triphenylathylen in dieser Gré8enordnung wirksam’). 


2. Als 2. Gruppe sind die hochwirksamen Verbindungen 
herauszustellen, die also in der Gré8enordnung des Gamma eine 
dstrogene Ratteneinheit darstellen. Wie beim «-Ostradiol selbst, 
wo Anderungen im sterischen Bau (z. B. «- und £-Ostradiol) starken 
Wirksamkeitsabfall bedingten, ist auch bei diesen Verbindungen 


eine scharfe Abhangigkeit der Wirksamkeit vom sterischen Bau 
vorhanden. 


Fur das Didthylstilbéstrol vom Schmelzp. 171° hat man schon 
frihzeitig sich bemiiht, durch geeignete Schreibweise einen ge- 
wissen konstitutionellen Zusammenhang mit den natiirlichen 
Follikelhormonen zu finden und 


CH, 7 O 
Piet BC | 
" Me _ 9H : ca 
C a = 
oO “hue” “ae Pa 
Cc 
Cy | = 
OH~ S~ CH,—CH, OH~ S~™~_ Ostron 


dem entspricht auch, daf auf optischem Wege dieser Verbindung 
die trans-Form zugeschrieben werden konnte. F. v. Wessely u. a.‘) 
konnten das y-Diadthylstilbéstrol in 2 Formen erhalten vom 
Schmelzp. 153 und 143,5° und brachten durch Ozonspaltung den 
Nachweis, daS es sich hierbei nicht um die cis-Verbindung, sondern 
um Verbindungen der Konstitution Ia handelt. 
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Die cis- Verbindung ist also noch nicht erhalten worden, wir glauben 
auch, da diese viel schwiacher wirksam wire. Es war nun ein 
naheliegender Gedanke Verbindungen zu untersuchen, die eine 
noch engere konstitutionelle Verwandtschaft mit den natiirlichen 
Hormonen aufweisen, also mehrere kondensierte Ringe bei Bei- 
behaltung der beiden 4uBeren aromatischen Ringe enthalten. Es 
wird im Schrifttum auch schon tiber Versuchsdaten derartiger 
Verbindungen berichtet. So priften Dodds und Robinson‘) das 


trans-Dioxyhexahydrochrysen (IV) und fanden erst bei der 1 mg- 
Dosis dstrogene Wirksamkeit, 


NO 
a 
IV AON 
¢ H 
OH~ 


ebenso synthetisierten die genannten Autoren eine Verbindung der 
Konstitution V*), 
: CH, 


Pa OH 
Vv oe op Oe , 
a ae 


y, 


die ebenfalls tiber 1000mal schwacher wirksam war als die Ver- 
bindungen vom Typus I, IJ, III und also der 1. Gruppe, der un- 
spezifischen Ostrogene, angehért. Man kénnte demnach also 
meinen, daB gerade eine Annaherung an die Konstitution der 
natiirlichen Ostrogene, wie sie doch zweifellos diese mehrcyclischen 
Verbindungen darstellen, eine starke Wirkungsabnahme hervorruft. 

Verbindungen, die die Stilbengruppierung des Didthylstilb- 
dstrols in derartigen tri- oder tetracyclischen Dioxyverbindungen 
aufweisen (VI und VII), sind bisher nicht beschrieben worden, 
wenn auch iiber Versuche zu ihrer Darstellung berichtet wurde. 
So erhielten Dodds u. a.1) een Dimethylather der Verbindung VI 
(R =C,H,). Beim Entmethylierungsversuch jedoch isolierten sie 
lediglich das schon genannte Tetrahydronaphthalinderivat V, das 
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durch einen Disproportionierungsvorgang entstanden war. A. A. 
Plentl und M. T. Bogert?) synthetisierten als Modellversuch das 
Ringsystem VI, allerdings ohne Oxygruppen. 

Wir haben im Laufe unserer Arbeiten itiber Ostrogene bereits 
im Jahre 1938*) Verbindungen vom Typus VI und VII auf einem 
recht einfachen Wege erhalten und festgestellt, daB diese Ver- 
bindungen in derselben GréBenordnung wie die natirlichen 
Sexualhormone wirksam sind; wir haben in ihnen also neben 
den Robinson-Doddsschen Diphenyliathanderivaten I—III einen 
neuen Typus hochaktiver Ostrogene aufgefunden. Die Synthese 
von VI erfolgte auf folgende Weise: 


| we 
ee ae CH, 


: : ~ OCHS 
5 | 
NaNH, ao 
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Wird dieses Keton mit kondensierenden Mitteln, besonders hoch- 
prozentiger Schwefelsiure behandelt, tritt Ringschlu8 zum Di- 
hydronaphthalinderivat ein und man erhalt die Verbindung VIII 


CH, Sy a 


OCH,~ “ 
0 
cu, , CH, 
| 
: oe 
OCH, 


In analoger Weise gelangt man zum entsprechenden Indenderivat IX, 
wenn man die Alkylierung mit m-Methoxybenzylchlorid ausfihrt 
und das alkylierte Keton dann dem Ringschlu8 unterwirft. Im 





me eee. 
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Gegensatz zu H.C. Dodds, R. Robinson u. a.1), die, wie oben 
erwibnt, den Dimethylather der Verbindung VI (R = C,H;) nicht 
entmethylieren konnten, sondern eine Disproportionierung des Di- 
hydronaphthalins beobachteten, gelang es mir sowohl beim Di- 
hydronaphthalin- wie beim Indenderivat die zugehérigen Oxy- 
verbindungen zu erhalten. Sie riefen in einer Dosis von 0,83—0,5 y 
an juvenilen Ratten Ostrus hervor. 

Bei der Entmethylierung des Dihydronaphthalins mit alko- 
holischem Kali isolierte ich auch eine Verbindung, die nach der 
Analyse das Naphthalinderivat X darstellt. 


OH 
all 4 
| 
x Lo ie A 


a Ne 
Zu den tetracyclischen Verbindungen VII fihrt ein ahnlicher 
Weg. Nach einem Vorschlag von H. Andersag alkylierte ich 
hierzu f-Tetralon mit Phenylathylbromid 


: SS a 


und gelangte durch Ringschlu8 zum gewiinschten Ringsystem. Um 
auf diesem Wege zu Verbindungen mit Oxygruppen in beiden 
aromatischen Ringen zu kommen, mute zuerst das 6-Methoxy- 
2-Tetralon dargestellt werden. Die f-Tetralone sind bis jetzt recht 
wenig untersuchte Verbindungen, sie sind nicht leicht zuganglich, 
sie lassen sich z. B. nicht durch Oxydation der entsprechenden 
Alkohole gewinnen und sind auBerdem nicht stabil. Fir das un- 
substituierte £-Tetralon ist der ergiebigste Weg eine Synthese von 
J. v. Braun’). 





H OH H OH 
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Als wir fiir das 6-Methoxyderivat diesen Weg anwenden wollten 
und zu diesem Zweck 6-Methoxy-3,4-dihydronaphthalin mit Benzo- 
persiure oxydierten, erhielten wir neben dem 1,2-Oxyd eine be- 
trichtliche Menge des gewiinschten 6-Methoxy-2-tetralons und 
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besaBen hiermit eine bequeme Darstellungsweise dieser Verbindung. 
Inzwischen hat auch R. Robinson) eine Synthese dieses Kérpers 
veréffentlicht. Aus dieser Verbindung erhalten wir durch Alkylie- 
rung mit m-Methoxyphenylithylbromid und anschlieBendem Ring- 
schluB die Verbindung XI. sen 
SQ 3 
Ly 


XI tie is cia 


Durch Entmethylierung dieser Verbindung mit Grignard- 
Reagens (nach E. Spath)*) kamen wir zum zugehorigen Phenol (als 
Diazetylverbindung isoliert), das etwa mit 10 y dstrogen wirkte. 
Bei der Entmethylierung dieser Verbindung durch Erhitzen mit 
alkoholischem Kali auf 200° bekamen wir ein Rohprodukt, das 
erst in der Dosis von 100 y wirksam war. Man mu8 das in Analogie 
zu den Robinsonschen Befunden am Dihydronaphthalinderivat 
mit einem Disproportionierungsvorgang zu Naphthalin und Tetra- 
hydronaphthalinderivat deuten, wobei mit der Molekiilanderung 
auch die hohe Wirksamkeit nachlaBt. Zusammenfassend laBt sich 
also sagen: Ist in diesen tri- und tetracyclischen Verbindungen eine 
»Stilbenoide’* Doppelbindung zwischen den beiden aromati- 
schen Ringen vorhanden, so sind die Oxyverbindungen déstrogen 
hoch aktiv. Mit dem Verschwinden der Doppelbindung geht auch 
die Wirkung auf etwa den 1000. Teil zuriick, d. h. es ist nur noch 
die unspezifische Wirksamkeit der 1. Gruppe vorhanden. Eine Be- 
statigung dieser Regel brachte uns auch noch das Indenderivat IX. 
Wurde dieses mit Platinoxyd bis zur Aufnahme von 1 Mol Wasser- 
stoff hydriert, so war das als nicht krystallisierendes Ol erhaltene 
phenolische Rohprodukt in einer Dosis von 200 y noch unwirksam. 


Experimenteller Teil 


1-Methyl-2-(p-Methoxyphenyl)-3,4-Dihydro-6-methoxynaphthalin. 
10 g p-Methoxyphenylaceton werden in 100 ccm Ather mit 2,5 g gepulvertem 
Natriumamid und 13,5 g m-Methoxyphenylathylbromid 12 Stunden auf dem 
Wasserbad gekocht. Nach Zusatz von Wasser wird die atherische Schicht 
abgetrennt und mit Chlorcalcium getrocknet. Beim Destillieren geht das 
1-p-Methoxyphenyl-1-m-methoxyphenylathylaceton unter 0,5 mm Druck bei 
175° als gelblicbes Ol tiber. 

10 g dieser Verbindung werden in 100 ccm 80°/,iger Schwefelsaure ein- 
getragen und etwa 5 Minuten lang cuf 60—70° erwarmt. Dann wird die 
Mischung auf Eis gegossen, dabei scheidet sich das 1-Metbyl-2-(p-methoxy- 
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pheny]l)-3, 4-dihydro-6-methoxynaphthalin sofort als fester K6rper ab. Schmelz- 
punkt nach 2maligem Umlésen aus Athanol 136°. 


27,10 mg Subst.: 80,84 mg CO,, 16,97 mg H,O. 


C,,H.,0, Ber. C 81,38 4H 7,19 
Gef. ,, 81,36  ,, 7,00. 


Die Entmethylierung wurde nach 2 Methoden durchgefihrt. 

1. Mit alkoholischem Kali. 2g der Verbindung wurden mit 5g 
pulverférmigem Kaliumhydroxyd und 10 ccm Athanol 24 Stunden lang im 
DruckgefaéB auf 200° erhitzt. Dann wird Wasser zugegeben und das Athanol 
mit Wasserdampf abgeblasen. Die alkalische Lésung wird dann angesauert. 
Dabei scheidet sich ein festes Produkt aus. Der Schmelzpunkt liegt nach 
2maligem Umlésen aus Benzol-Ligroin bei 193°. 


5,610 mg Subst.: 16,385 mg CO,, 3,010 mg H,0. 


C,,H,,0. Ber. C 80,91 H 6,39 
Gef. ,, 81,09 is Ae 


Daneben konnte noch eine 2. Substanz vom Schmelzp. 215° isoliert 
werden, die das 1-Methyl-2-(p-oxyphenyl)-6-methoxy-naphthalin darstellt. 


5,430 mg Subst.: 16,205 mg Co,, 2,780 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 81,56 H 5,63 
Gef. ,, 81,51 » 5,64. 


2. Mit Grignards Reagens. Zu einer Grignardlésung aus 0,6 ¢ 
Magnesium, 20 com Ather und 4g Methyljodid werden 0,5 g der Dimethoxy- 
verbindung zugegeben. Nach dem Abdampfen des Athers wird der Riickstand 
langsam auf 180° erwarmt, bis das Schiumen aufhért. Nach dem Zersetzen 
mit Wasser und Schwefelséure wird das Phenol sofort fest erhalten vom 


Schmelzp. 193° (aus Benzol-Ligroin). Hierbei wurde keine Disproportionierung 
beobachtet. 


1-Methyl-2-(p-methoxyphenyl)-5-methoxyinden. 10¢ p-Methoxy- 
phenylaceton werden in 100 ccm Ather mit 2,5 g gepulvertem Natriumamid 
und 13g m-Methoxybenzylchlorid 12 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. 
Das somit erhaltene 1-(p-Methoxyphenyl)-1-(m-methoxybenzyl)-aceton geht 
unter 0,5 mm Druck bei 175° als gelbliches Ol iiber. Der Ringschlu8 wird 
in gleicher Weise wie beim Dihydronaphthalinderivat vorgenommen. Man 


erhalt die oben genannte Verbindung in Krystallen vom Schrielzp. 110°. 
(2mal aus Athanol.) 


27,70 mg Subst.: 82,40 mg CO,, 16,60 mg H,O. 


C,.H,,0, Ber. © 81,16 H 6,82 
Ga... ae | ee 


Zur Entmethylierung werden 8g dieser Verbindung mit 20g pulver- 
férmigem Kaliumhydroxyd und 40 ccm Methanol 24 Stunden im DruckgefaB 
auf 200° erhitzt. Nach iiblicher Aufarbeitung wird ein éliges Phenol erhalten, 
das ein krystallisiertes Diacetat vom Schmelzp. 131° liefert. Zum Konstitu- 
tionsnachweis wurde das Phenol in Ather mit iiberschiissigem Diazomethan 


behandelt. Dabei wurde die Dimethoxyverbindung vom Schmelzp. 110° 
zuriickerhalten. 
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Hydrierung des Indenderivats. 100 mg des phenolischen 
Produkts werden in Eisessig mit PTO, bis zur Aufnahme von 1,2 Mol 
Wasserstoff geschiittelt. Das erhaltene Produkt war lig, es war phenolisch, 
kounte aber weder selbst, noch in Form eines Derivates krystallisiert erhalten 
werden. Es wurden keine weiteren Isolierungsversuche unternommen, da es 
in der juvenilen Ratte mit 200 y noch unwirksam war. 


5, 6, 11,12-Tetrahydro-chrysen. 6g 2-Oxo-1,2,3,4-tetrahydronaphtha- 
lin, 1,8 g Natriumamid, 7 g Phenylathylbromid in 30 com Ather werden auf 
dem Wasserbad 12 Stunden im Sieden gehalten. Nach iiblicher Aufarbeitung 
erhalt man das_ 1-(f$-Phenylathyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalin als 
dickes 61 vom Siedep. 210°/6 mm. 1 g dieser Verbindung wird bei 0O—10° mit 
5 ccm konzentrierter Schwefelsiure behandelt. Nach 5 Minuten wird auf Eis 
gegossen. Man erhalt Krystalle des 5,6,11,12-Tetrahydrochrysens vom 
Schmelzp. 105° (aus Methanol). 


193,2 mg Subst.: 661,8 mg CQ,, 113,8 mg C,0. 


Ce. Ber. C 93,05  H 6,95 
Gef. ,, 93,42 ,, 6,59. 


1,2,3,4-Tetrahydro-2-oxo-6-methoxynaphthalin. In 2 Liter einer 
0,5 n-Lésung von Benzopersaure in Methylenchlorid werden unter Eiskiihlung 
allmahlich 80g 3,4-Dihydro-6-methoxynaphthalin (vom Siedep. 103°/1 mm, 
aus 6-Methoxy-1-tetralon durch Reduktion und Wasserabspaltung erhalten) 
eingetragen, wobei die Temperatur nicht iiber + 10° steigen soll. Nach 
4 Stunden ist die Benzoperséure verbraucht. Die Benzoeséure wird mit 
2n-Natronlauge ausgeschiittelt. Die Methylenchloridlésung wird nach dem 
Waschen mit Wasser und Trocknen mit Natriumsulfat destilliert. Das unter 
0,8 mm Druck von 110—140° iibergehende Destillat wird in 300 com Ather 
gelést und mit einer Natriumbisulfitlésung einige Zeit geschiittelt. Die kry- 
stallin sich abscheidende Bisulfitverbindung des Ketons wird abgesaugt und 
mit verdiinnter Schwefelsaiure zerlegt. Man erhalt so das 2-Oxo-1,2,3,4-tetra- 
hydro-6-methoxynaphthalin vom Siedep. 135°/0,8 mm. Semicarbazon Schmelz- 
punkt 159°. 


3, 9-Dimethoxy-5, 6,11, 12-tetrahydro-chrysen. 21g 2-Oxo-1,2,3,4- 
tetrahydro-6-methoxynaphthalin, 4,7 g Natriumamid, 25 g m-Methoxyphenyl- 
athylbromid in 200 com Ather werden 12 Stunden im Sieden gebalten. Man 
erhalt das 1-(m-Methoxyphenylathyl)-2-oxo- 1, 2, 3, 4-tetrahydro-6-methoxy- 
naphthalin als Ol vom Siedep. 200—205°/0,2mm. 5g dieser Verbindung 
werden mit 50 com 80°/,iger Schwefelsiure 5 Minuten auf 70° erwarmt. Man 
gieBt auf Eis, saugt das feste Produkt ab und krystallisiert aus Benzol um. 
Schmelzp. 164°. 


28,63 mg Subst.: 86,22 mg CO,, 17,20 mg H,O. 


Co,H.,0, Ber. C 82,15 H 6,90 
Gef. ,, 82,11 ,, 6,72. 


Entmethylierung. In eine Grignardlésung aus 0,6g Magnesium, 4g 
Methyljodid in 20 com Ather werden 2 g der Dimethoxyverbindung eingetragen. 
Nach dem Abdampfen des Athers wird der Riickstand langsam auf 180° 
erwarmt, bis die Gasentwicklung aufhért. Dann wird mit Wasser und ver- 
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diinnter Schwefelsdure zersetzt. Man erhalt ein festes Produkt, das mit Essig- 
anhydrid in Pyridin acetyliert wird, dann im Hochvakuum von 0,03 mm 


bei 160—170° Badtemperatur sublimiert wird. Schmelzpunkt nach dem Um- 
lésen aus Athanol 187°. 


4,892 mg Subst.: 13,545 mg CO,, 2,460 mg H,0. 
C.3H..0, (=Diacetylverb.) Ber. C 75,83 H 5,79 
Gef. ,, 75,83 »» 5,65. 


Bei der Entmethylierung mit alkoholischem Kali wurde ein Phenol 
erhalten, das erst in der 100-y-Dosis an der juvenilen Ratte wirksam war. 


Es waren offenbar Disproportionierungen des Tetrahydrochrysenrings erfolgt. 
Die Substanz wurde nicht naher untersucht. 


Die Austestung der Praiparate an juvenilen Ratten wurde von Herrn 
Dr. W. Grab in der Physiologischen Abteilung unseres Werkes ausgefiihrt. 
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p-Aminophenylketone als Antagonisten 
der p-Aminobenzoesaure 


Von 


Ernst Auhagen 
Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
Werk Wuppertal-Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Marz 1942) 


Die Wirkungsweise der von Domagk, Mietzsch und Klarer 
in die Therapie eingefiihrten Sulfonamide hat man anfangs nicht 
durch eine direkte Schidigung der pathogenen Erreger erklaren 
k6énnen, denn im iiblichen Desinfektionsversuch lieB sich eine stark 
abtétende Wirkung der Sulfonamide, mit der man ihre Wirkung 
im infizierten Organismus hatte deuten kénnen, nicht nachweisen. 
Man sah dann aber bald, da eine Hemmungswirkung gegeniiber 
den Bakterien bei bestimmten Versuchsanordnungen zutage trat, vor 
allem bei der Auf- und Einimpfung von Bakterien in sulfonamid- 
haltige Serum-, Blut- und Ascitesplatten. Um den Sulfonamid- 
effekt méglichst deutlich zu erhalten, war es zweckmaBig, pepton- 
arme Naéhrbéden zu verwenden; ein Zusatz von reichlichen Mengen 
Pepton zum Serum geniigt, um Bakterien unbekiimmert um die 
Anwesenheit von Sulfonamiden wachsen zu lassen. Auch die 
Menge des Impfmaterials spielt eine Rolle, sie darf nicht zu groB 
sein. Als es dann gelang, mit Extrakten aus Krankheitserregern, 
dann aber auch aus Hefe, die Wirkung von Sulfonamiden zunichte 
zu machen, war an der Existenz einer antagonistisch wirksamen 
Substanz nicht mehr zu zweifeln. Ihre Identifizierung mit p-Amino- 
benzoesiure folgte sehr bald und ging ihrer Isolierung noch voraus. 

In Deutschland war es R. Kuhn}), der bei der Isolierung eines 
fur das Wachstum von Streptobacterium plantarum notwendigen 
Wirkstoffes als erster auf p-Aminobenzoesaure stieB. Sie ist der 
wirksamste aller bekannten Wuchsstoffe, eine Konzentration von 





1) R. Kuhn u. K. Schwarz, Ber. chem. Ges. 74, 1617 (1941); vel. 
Die Chemie 55, 1 (1942). 
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1:10 bis'1:1041, d.h. 1 mg in 10 — 100 cbm Nahrlésung ist 
bereits optimal. 

Aus diesen experimentellen Befunden ist eine sehr einleuchtende 
Theorie zur Erklarung des Wirkungsmechanismus der Sulfonamide 
entwickelt worden. Danach ist p-Aminobenzoesiure Baustein oder 
prosthetische Gruppe eines Ferments der .Bakterienzelle. Das 
Gleichgewicht Apoferment + p-Aminobenzoesiure + Holoferment 
kann durch Sulfonamide gestért werden, weil diese infolge ihrer 
ihnlichen Struktur gleichfalls Affinitét zum Apoferment besitzen. 
Der Symplex Apoferment—Sulfonamid ist jedoch als Ferment 
unwirksam. Die Folge dieser Ausschaltung des Apoferments ist 
eine Schadigung des Erregers, der sein Wachstum verzégert oder 
einstellt und nun den Abwehrkraften des Organismus anheimfallt. 


Wir haben uns nun gefragt, ob die Fahigkeit, p-Aminobenzoe- 
siure aus ihrer Proteidbindung zu verdrangen, auf die Klasse der 


Sulfonamide beschrankt ist, oder ob auch aridere Verbindungen 
dazu in der Lage sind. 


In Versuchen, iiber die im folgenden berichtet wird, gelang es 
einige solche Verbindungen aufzufinden. 


Als Testorganismus verwendeten wir Streptobacterium plan- 
tarum, Stamm 108, da seine Ernihrungsbedingungen durch die 
Arbeiten von EK. F'. Méller besonders gut untersucht sind!). Die 
Naéhrlédsung nach Méller war, abgesehen von einigen Modifika- 
tionen, dievon R. Kuhn und Th. Wieland?) angegebene; sie setzt 
sich zusammen aus Glucose, Salzen, 11 Aminosduren, Aneurin, 
Adermin, Nicotinsiure, Adenin und einem Wuchsstoffkonzentrat 
aus Casein. Die Versuche wurden in Reagenzrohren angesetzt, das 
Gesamtvolumen einschlieBlich der Zusitze betrug 6 ccm, geimpft 
wurde mit etwa 3-10? Zellen, die aus einer Vorkultur abgeschleudert 
und gewaschen waren. Die Versuchsansatze blieben 16 Stunden bei 
30° stehen und wurden dann mit Chlorkresollésung verdiinnt. Als 
MaB fiir das Wachstum wurde die ,,Extinktion’’ im Pulfrich- 
Photometer gemessen. Sie ist in weitem Bereich der Anzahl Zellen 
in guter Annaherung proportional. Die Sterilitat streng zu -wahren, 
ist nicht notwendig, da erfahrungsgema8 bei der kurzen Versuchs- 
zeit und der groBen Menge Impfmaterial Infektionen nicht Zeit 
finden, sich stérend bemerkbar zu machen. Unter optimalen Be- 





1) Kine Kultur dieses Stammes wurde mir liebenswiirdigerweise von 
Herrn Professor Kuhn iiberlassen. 


2) R. Kuhn u. Th. Wieland, Ber. chem. Ges. 73, 965 (1940). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 4 
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dingungen wichst die Zellenzahl im Verlauf von 16 Stunden auf 
etwa 1000-10’, d. h. auf ungefaihr das 300fache. 
Streptobacterium plantarum hat sich als sehr empfindlich 
gegen Sulfonamide erwiesen. Wir haben die Wirkung einer Reihe 
von Abkémmlingen der p-Sulfanilsiure auf das Wachstum unter- 
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sucht und geben in Fig. 1 einen solchen Versuch wieder. Es zeigt 
sich, daB auch in diesem Test Eleudron (Sulfathiazol) durch be- 
sonders hohe Wirksamkeit ausgezeichnet ist. Fast unwirksam sind 
in dem gewahlten Konzentrationsbereich diejenigen Sulfanilsiure- 
derivate, deren 4standige Aminogruppe irgendwie substituiert ist. 
auch wenn sie, wie das Prontosil, in vivo gut wirksam sind. 

In Fig. 2 ist ein weiterer Versuch dargestellt, in dem die Wir- 
kung des p,p’-Diaminophenylsulfons und seines Digalactosids, des 
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Tibatin, gegeniiber der des Sulfanilamids (Prontalbin) und des 
Kleudron untersucht wurde. Das Diaminodiphenylsulfon ist noch 
wirksamer als Eleudron, und auch das Tibatin entfaltet eine beacht- 
liche Wirksamkeit, obwohl freie Aminogruppen fehlen. Offenbar 
werden die Galaktosereste sehr schnell abgespalten. 


Alle diese Verbindungen sind wirkungslos, wenn geniigende 
Mengen p-Aminobenzoesiure zugefiigt werden. Die Konzentration 
an p-Aminobenzoeséure, die notwendig ist, um_ beispielsweise 
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Sulfanilamid unwirksam zu machen, betragt 4/1 ) der Sulfanilamid- 
_ konzentration. Sinkt sie auf 4/559, dann verringert sich das Wachs- 
tum auf die Halfte; bei emem Verhaltnis von 1: 2500 kommt die 
Wirkung der p-Aminobenzoeséure kaum noch zur Geltung, d. h. 
umgekehrt, zur fast vollstandigen Hemmung des Wachstums von 
Streptobacterium plantarum ist 2500mal mehr Sulfanilamid not- 
wendig, als p-Aminobenzoesiure in der Nahrlésung enthalten ist. 
Das gilt fiir einen breiten Konzentrationsbereich; denn mag die 
p-Aminobenzoesiurekonzentration 1:5-107° oder 1:5-10° be- 
tragen, immer braucht man zur Hemmung die 2500mal hohere 
Sulfanilamidkonzentration. 
4* 
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Nach diesen Vorarbeiten, die zeigten, daB man das ganze 
Phanomen des Antagonismus zwischen p-Aminobenzoesdure und 
Sulfonamiden auch an einem nicht pathogenen Erreger demon- 
strieren kann, wandten wir uns, wie erwahnt, der Frage zu, ob die 
Wirkung der Sulfonamide streng an diese Klasse gekniipft ist; 
dabei erhob sich gleichzeitig die Frage nach der Spezifitét der 
p-Aminobenzoesiure selbst. Diese beiden Fragen gehen Hand in 
Hand, denn verdraingt eine Substanz die p-Aminobenzoesaure von 
ihrem Tragerprotein, so kénnen zwei Fille eintreten, entweder 
nimlich das neue Proteid ist ebenfalls physiologisch wirksam, 
dann haben wir ein Analogon zur p-Aminobenzoeséure selbst vor 
uns, oder aber es ist unwirksam, dann handelt es sich um einen 
Hemmstoff von der Art der Sulfonamide. 

Wir haben eine ganze Reihe von Substanzen, meist p-Derivate 
des Anilins, dementsprechend daraufhin untersucht, ob sie das 
Wachstum von Streptobacterium plantarum beeinflussen. Ver- 
bindungen, die die p-Aminobenzoesiure als Wuchsstoff ersetzen 
k6nnen, haben wir dabei nicht auffinden kénnen, wenn man von 
funktionellen Derivaten, wie den Estern, deren Wirksamkeit 
bekannt ist, und p-Aminobenzoylaminoséuren, von denen wir 
einige, aber nicht alle als wirksam befanden, absieht. So ist bei- 
spielsweise die 3,4-Diaminobenzoesiure und die 3,5-Dimethyl-4- 
aminobenzoesdure wirkungslos. | 

Den Wirkungsmechanismus der Sulfonamide findet man da- 
gegen wieder bei der freilich nur wenig aktiven 2-Naphthylamin- 
6-carbonséure, vor allem aber bei den p-Aminophenylketonen. 
Ihre Wirksamkeit steigt sehr rasch in der Reihe p-Aminobenzo- 
phenon/p-Aminoacetophenon/p,p’-Diaminobenzophenon und er- 
reicht, wie Fig. 3 zeigt, bei diesem rund 4/,—1/, der Wirksamkeit 
des Sulfanilamids. Das Wachstum von Streptobacterium plantarum 
wird auf die Halfte herabgedriickt, wenn man, bezogen auf die 
p-Aminobenzoesdure-konzentration der Nahrlésung 


von p-Aminobenzophenon das 50000 fache, 
von p-Aminoacetophenon das 10000 fache, 
von p,p’-Diaminobenzophenon das 2000fache, 
von Sulfanilamid das 500fache zufiigt. 


Wie p-Aminobenzoeséiure von Sulfanilsiure, so unterscheidet 
sich auch das wirksamste dieser Ketone durch Austausch von SO, 
durch CO von 4,4’-Diamino-diphenylsulfon, das seinerseits das 
Sulfanilamid hinsichtlich seiner Wirksamkeit im Streptobacterium- 
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test und im Tierversuch um rund das 10fache ibertrifft. Ver- 
glichen mit dem Sulfon ist das 4,4’-Diaminobenzophenon demnach 
rund 80—50mal schwicher wirksam. Immerhin ist seine Wirk- 
samkeit doch bereits gro® genug, um sie auch im Tierversuch zu 
beweisen. Nach Versuchen von Domagk zeigt Diaminobenzo- 
phenon an der infizierten Maus eine, wenn auch geringe Wirkung 
gegen Streptokokken, Gonokokken und Meningokokken, wahrend. 
gegen Staphylokokken und Pneumokokken nur Andeutungen einer 
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Fig. 3 


Wirkung zu sehen waren. Gegen Pararauschbrand war die Ver- 
bindung ganzlich wirkungslos. 

Damit hat sich gezeigt, da8 Antagonisten der p-Aminobenzoe- 
siure nicht unbedingt Sulfonamide und Sulfone sein miissen, 
sondern da8 auch schwefelfreie Verbindungen denselben Wirkungs- 
mechanismus auszulésen vermégen. 


p-Aminobenzoeséure ist nicht der einzige Wuchsstoff, der 
durch sulfo-analoge Verbindungen unwirksam gemacht werden 
kann. Auch Pantothensiure laBt sich nach Kuhn?) durch Sulfo- 


1) R. Kuhn, Th. Wieland -u. E.F.Mé6ller, Ber. chem. Ges. 74, 
1605 (1941). 
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pantothensaure ausschalten und nach Mc Jlvain?) sind f-Pyridin- 
sulfosiure und f-Pyridinsulfonamid Inaktivatoren des Nicotin- 
siureamids. Es erschien daher méglich, daB der hier beschriebene 
Antagonismus zwischen Sadure und Keton gleichfalls allgemeinere 
Bedeutung besitzt. Wir priiften deshalb, ob f-Acetylpyridin?) das 
Wachstum von Streptobacterium plantarum hemmt. Bei unserer 
Testanordnung ist fir optimales Wachstum eine Nicotinsaure- 
konzentration von etwa 0,1 y/cem, d. h. 1: 107 notwendig und aus- 
reichend. Bei dieser Grenzkonzentration wurde das Wachstum 
durch 1—500 y f-Acetylpyridin/ecm nicht beeinflu8t. Auch bei 
Erniedrigung der Nicotinsdéurekonzentration bis zu 0,004 y/ccm, 
womit die Grenze der Nachweisbarkeit der Wachstumsféorderung 
erreicht ist, bleibt das Keton ohne jede Wirkung. Ein geringer 
Hemmungseffekt wird erst mit 2,5 mg p-Acetylpyridin/cem er- 
reicht, er erweist sich jedoch als unspezifisch, da er durch Nicotin- 
sdurezusitze von 0,5 y/eem nicht aufgehoben wird. 

Wahrend p-Aminobenzoesiure durch die 10000fache Menge 
p-Aminoacetophenon bereits weitgehend maktiviert wird, ist Nico- 
tinséure also in Gegenwart der 100Q00fachen Menge /-Acetyl- 


pyridin unverindert wirksam. Gré8ere Spannen lassen sich leider 
nicht priifen. 


Zusammenfassung 


1. Ahnlich wie Sulfonamide wirken bei Streptobacterium plan- 
tarum p-Aminophenylketone in vitro als Antagonisten der p-Amino- 
benzoesiure. Das wirksamste bisher untersuchte Keton ist das 
p,p’-Diaminobenzopheron. 

2. p,p’-Diaminobenzophenon ist auch an der infizierten Maus 
wirksam. 

3. Ein Antagonismus zwischen /-Acetylpyridin und Nicotin- 
saure lieB sich nicht nachweisen. 





1) H. McJlvain, Brit. J. exper. Path. 21, 136 (1940); vgl. dagegen 
J. Matti, F. Nitti, M. Morel u. A. Lwoff, Ann. Inst. Pasteur, Par. 67, 
240 (1941), die einen Antagonismus zwischen Nicotinséureamid und f-Pyridin- 
sulfonamid nicht nachweisen konnten. 

2) Dargestellt nach F. M. Strong u. 8. M. McElvain, J. amer. chem. 
Soc. 55, 816 (1933). Um ein sicher nicotinsaurefreies Produkt zu erhalten, 
wurde das Hydrochlorid in Wasser gelést, nach Sattigung mit Kaliumcarbonat 
ausgeathert und mit Pottaschelésung gewaschen. Die freie Base wurde sorg- 
faltig destilliert (Siedep.,, 91°). 
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Die Sulfonamidtherapie bakterieller Infektionen 


Von 


Gerhard Domagk 


Mit 1 Figur im. Text 





(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Bakteriologie der I.G. Farben- 
industrie A.-G., Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1942) 


In den letzten Jahrzehnten hat sich mehr und mehr eine 
Zusammenarbeit zwischen Medizin und Chemie angebahnt, zunichst 
hauptsachlich auf dem Gebiet der physiologischen Chemie und 
pathologischen Physiologie. Dann kam die Vitamin- und Hormon- 
forschung hinzu und brachte in wenigen Jahren — im Beginn dieser 
Arbeiten unvorstellbare — Ergebnisse, die auch fiir die praktische 
Medizin von gréBter Tragweite waren. Nach der Entdeckung des 
Salvarsan wurde in dem Elberfelder und Leverkusener Werk der 
I. G. Farbenindustrie wahrend des Weltkrieges 1914—1918 das 
Germanin zur Behandlung der Schlafkrankheit entwickelt (Roeh1, 
Dressel, Kothe). Dem Germanin folgten die bei Kala-Azar und 
Bilharziosis wirksamen Arsen- und Antimonverbindungen (Roeh|l, 
Schmidt). Auf die Entdeckung des ersten synthetischen Malaria- 
heilmittels Plasmochin (Roehl, Schulemann, Schoénh6fer, 
Wingler) folgte die Entwicklung des Atebrin (Kikuth, Maus, 
Mietzsch). Roehl erlag emer von einer kleinen Wunde aus- 
gehenden bakteriellen septischen Allgemeininfektion, gegen die 
damals noch keinerlei wirksame therapeutische Mittel vorhanden 
waren. Operation, Anwendung von Rivanol und Trypaflavin 
konnten den sein Leben lang erfolgreich gegen:die heimtiickischsten 
Feinde des Menschen kaimpfenden Forscher nicht retten. So wurde 
er wie so viele der groBen Arzte vor ihm ein Opfer seines Berufes 
und konnte die stolzen Erfolge seiner Lebensarbeit nicht mehr in 
vollem Umfang schauen und erleben, sondern nur ahnen. 

19382 erfolgte die Entdeckung der Heilmittelwirkung der Sulfon- 
amide gegeniiber bakteriellen Infektionen und damit die praktische 
Lésung eines Problems, das schon von Robert Koch, spater von 
Behring, Ehrlich, Roehl und vielen anderen Forschern nach 
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bisweilen kleinen Anfangserfolgen und vielen miihevollen Ver- 
suchen als aussichtslos wieder aufgegeben worden war. Die Ent- 
deckung der Sulfonamidwirkung hatte bereits 1908 erfolgen kénnen, 
in dem Jahr, als Gelmo das p-Aminophenylsulfonamid syntheti- 
sierte. Auch die Méglichkeit, diese Substanz am Streptokokken- 
infizierten Tier zu priifen, bestand damals schon. Als Roehl! die 
wissenschaftliche Leitung des chemotherapeutischen Laboratoriums 
der J. G. Farbenindustrie iibernahm, lagen auch bereits zahlreiche 
sulfonamidhaltige Azofarbstoffe vor, die in der Textilfarberei Ver- 
wendung fanden und von Hérlein, Dressel und Kothe syntheti- 
siert worden waren. Nur ahnte damals noch niemand, daf diese 
Substanzen oder verwandte K6rper einmal chemotherapeutisch 
verwendbar sein kénnten. Der Ausgangspunkt zu der neuen 
Inangriffnahme einer Chemotherapie bakterieller Infektionen 
waren fir mich seit 1924 durchgefiihrte Forschungen iiber die 
Funktion des retikuloendothelialen Systems. Dabei hatte sich 
gezeigt, da nach intravenéser Zufuhr von Staphylokokken, 
Streptokokken und anderen pathogenen Bakterien der allergréSte 
Teil der Keime nicht nur in allerkiirzester Zeit von den Retikulo- 
endothelien der Milz, Leber, Lunge und anderer Organe phago- 
zytiert, sondern auch verdaut wurde, wenn ihre Virulenz nicht 
allzu groB war. Oft waren beispielsweise in einer einzigen Kupffer- 
schen Sternzelle der Leber 20—30 Staphylokokken schon wenige 
Minuten nach der intravendsen Injektion phagozytiert. Diese 
Beobachtung legte den Gedanken nahe, aus dem aktiven System 
der retikuloendothelialen Zellen wirksame Substanzen zu isolieren. 
Aber alle Versuche, mit Extrakten aus dem retikuloendothelialen 
System normaler und immunisierter Tiere Substanzen zu gewinnen, 
die — bei anderen Tieren angewendet — diese von ihrer Krankheit 
heilen kénnten, scheiterten. Die Tatsache aber, da8 in ihrer Viru- 
lenz geschwichte Keime von den Zellen des retikuioendothelialen 
Systems in groBer Zahl rasch una ohne Schaden fiir den Makro- 
organismus vernichtet werden kénnen, lieB auch den Gedanken 
erstehen, daB es — im Gegensatz zu den bisher iiblichen Auf- 
fassungen — vielleicht gar nicht nétig sein wiirde, in den Kérper 
eingedrungene Keime restlos zu vernichten, sondern da8 vielleicht 
sine Schaédigung schon ausreichend sein kénnte, um in dem Kampf 
zwischen Erregern und Makroorganismus diesem die Oberhand zu 
verschaffen. Mit dieser Uberzeugung ging ich an die Priifung zahl- 
reicher chemischer Substanzen, und im Laufe dieser Arbeit be- 
festigte sich diese Ansicht immer mehr. Die von mir im wblichen 
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Desinfektionsversuch als hochwirksam befundenen Substanzen ver- 
sagten im Tierversuch, selbst diejenigen, die nur gegeniiber ganz 
bestimmten Erregern eine besonders hohe Wirkungsspitze zeigten, 
wie Z. B. zahlreiche der neu entdeckten quaterniren Ammonium- 
verbindungen gegeniiber gram-positiven Kokken; hingegen zeigten 
im Tierversuch Andeutungen einer Wirkung solche Substanzen, die 
im Reagenzglas eine viel geringere Wirkung entfalteten, unter den 
Goldverbindungen besonders solche, die von Streptokokken zu 
metallischem Gold reduziert werden konnten. Auch die von 
Klarer und Mietzsch synthetisierten Azoverbindungen versagten 
zunaichst vollkommen im Tierversuch, selbst solche, in die ein 
basischer Rest eingefiihrt war und die im Reagenzglasversuch hohe 
Wirkungen gegeniiber Bakterien erzielten. Erst als Mietzsch und 
Klarer unter rein therapeutischen Gesichtspunkten solehe Azo- 
verbindungen synthetisierten, die auBerdem noch eine Sulfonamid- 
gruppe enthielten, gelang der Nachweis einer therapeutischen 
Wirkung im Tierversuch, und nunmehr konnte eine gemeinsame 
systematische Durcharbeitung zahlreicher weiterer Verbindungen 
bei den verschiedenen bakteriellen Infektionen erfolgen, die schlieB- 
lich zu den heute praktisch wichtigsten Verbindungen fiihrte, zu 
denen u.a. das Prontosil rubrum, das Prontosil solubile, das 
Prontalbin, die Ulironverbindungen, das Sulfapyridin, das Sulfa- 
thiazol, das Marfanil und das Tibatin gehéren. Inzwischen legen 
heute bereits Hunderte von Sulfonamid-, Sulfonverbindungen und 
anderen Derivaten dieser Kérperklasse vor, die bei verschiedenen 
experimentellen Infektionen wirksam sind, in erster Linie gegeniiber 
bakteriellen Infektionen, daneben aber auch gegeniiber einigen 
Virusinfektionen. Nach Kuhn sind seit unserer ersten Ver- 
6ffentlichung im Jahr 19382 schitzungsweise 3000 Sulfonamid- 
verbindungen synthetisiert worden, und auch heute sind die Még- 
lichkeiten der Herstellung weiterer neuer Verbindunger. keines- 
wegs erschépft. Fir die Synthese neuer chemotheray cutisch 
wichtiger Substenzen haben sich mannigfache Ansétze und Aus- 
blicke ergeben. Die Konstitutionsformeln der in *’» Praxis 
heute hauptsaichlich Verwendung findenden Sulfonaiuue sind 
die folgenden: 


Prontosil rubrum. 4-Sulfonamid-2’, 4’-diaminoazobenzol. 
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Prontosil solubile. Dinatriumsalz des 4’-Sulfonamido -phenyl-azo- 
7-acetylamino-1-oxynaphthalin-3, 6-disulfosiure. 
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Sulfapyridin (Dagénan, Eubasinum). «-(p-Aminobenzolsulfonamido)- 
pyridin. 
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Sulfathiazol (Cibazol, Eleudron). p-Aminobenzolsulfonamidothiazol. 
N——CH 
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Marfanil. Salzsaures Salz des 4-Aminomethylbenzolsulfonamids. 
an a )S0NH, HCl 

Tibatin. Galaktosid des 4,4’-Diaminodiphenylsulfon. 
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Das charakteristische Merkmal der 1932 entdeckten Heilmittel 
ist ene SO,NH,-Gruppe, die, um ihre therapeutische Wirksamkeit 
zu entfalten, aber noch eine charakteristische Stellung im Gesamt- 
molekiil einnehmen mu8 — und zwar muB sie in Parastellung zur 
NH,-Gruppe, der Azogruppe usw. stehen. Weitere Variations- 


moglichkeiten ergaben sich nach den ersten grundlegenden Fest- 
stellungen durch: 


Substitutionen in der Sulfonamidgruppe, 
Substitutionen in der Aminogruppe, 
Substitutionen in beiden Gruppen. 


In der Aminogruppe substituierte Verbindungen sind beispielsweise 
das Prontosil solubile und das Prontosil rubrum. Prontosil rubrum 
ist ein basischer Azofarbstoff, Prontosil solubile ist ein saurer Azo- 
farbstoff. In der Sulfonamidgruppe konnten die Wasserstoffe ganz 
oder teilweise substituiert werden, ohne daB die Wirkung ganz ver- 
loren ging. Zu den in der Sulfonamidgruppe substituierten wirk- 
samsten Verbindungen geh6ren: 

die Ulironverbindungen, 

das Sulfapyridin, 

das Sulfathiazol, 

die Sulfathiodiazole, 

die Sulfapyrimidine, 


um die bekanntesten zu nennen. Alle diese so verschiedenartig 
erscheinenden Substanzen sind chemisch auBSerordentlich nahe 
untereinander verwandt, indem beiihnen ein Wasserstoff der Sulfon- 
amidgruppe substituiert ist, bei den Ulironverbindungen durch 
Benzolsulfonamidgruppen, beim Albucid durch eine Acetylgruppe, 
im Sulfapyridin durch einen Pyridinring, beim Sulfathiazol und 
den Sulfathiodiazolen und dem Sulfapyrimidin durch einen Thiazol- 
Thiodiazol- bzw. Pyrimidinring. Auch die Sulfone folgen dem 
oben erwihnten Gesetz; bei den therapeutisch wertvollen ist 
zwischen die 8O,-Gruppe und den Stickstoff der Sulfonamidgruppe 
ein Benzolkern geriickt. Die Annahme, daB die Aminogruppe direkt 
am Benzolring gebunden sein muB, ist zum erstenmal durch das 
Marfanil und verwandte Substanzen tiberholt worden, denn hier 
hat sich gezeigt, daB auch Verbindungen, bei denen die NH,- oder 
SO,NH,-Gruppe mit Hilfe eines aliphatischen Restes an den 
Benzolkern gebunden ist, eine therapeutisch wertvolle Wirkung 
entfalten kénnen. Gegeniiber den friiher gebraéuchlichen und wirk- 
samen Desinfektionsmitteln zeichnen sich alle diese Sulfonamid- 
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verbindungen dadurch aus, da8 sie selbst oder im K6rper aus ihnen 
entstehende Spaltprodukte keine Fallungswirkung auf das Serum 
ausiiben, wie die folgende Figur zeigt. Aber dariiber hinaus iiben 
alle diese Verbindungen selbst noch in wesentlich héheren Dosen, 
als sie zur Schadigung der Bakterien notwendig sind, keinen 
schidigenden Einflu8 auf das Blut und die Kérpergewebe aus, selbst 
nicht auf die empfindlichsten, wie Nerven usw., vor allem auch nicht 


Die Figur zeigt: 


Rinderserum, das zu gleichen Teilen mit folgenden Substanzen 
versetzt ist: 





1. Prontalbin . . . . 6 a nce a 4 
2. Sulfapyridin Na . ee ee ee ae 
3. Sulfathiazol Na. . Ly % Sublimat ‘ ae es” 
4. Marfanil . ; 1°, 8. Kontrolle le 


Die Sulfonamide rufen keine Fillungen im Serum hervor, hingegen 
Zephirol und Sublimat sehr starke Fillungen bei entsprechenden Konzen- 
trationen. 
auf die fiir die normale Infektionsabwehr so wichtigen Leukozyten 
und Histiozyten und die Zellen des retikuloendothelialen Systems. 
Die Sulfonamide wirken in der Weise, daB sie selbst oder im K6rper 
daraus entstehende Spaltprodukte das Wachstum pathogener 
Keime hemmen, d. h. sie soweit schidigen, daB sie nunmehr leicht 
eine Beute der natiirlichen Abwehrfunktionen des Kérpers werden. 
Der Nachweis des direkten Angreifens der Sulfonamide auf die 
Bakterien verschiedenster Art laBt sich am einfachsten und ein- 





St Sac Ha eat pea 
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drucksvollsten in der von uns mehrfach eingehend beschriebenen 
Plattenmethode nachweisen. Hierbei zeigt sich, daB beispielsweise 
der Zusatz geeigneter Sulfonamide zu festen Bakteriennaihrbéden 
schon in geringer Konzentration bewirkt, da® nur Zwergkolonien 
zur Ausbildung kommen, daB bei hamolysierenden Stimmen die 
Himolyse fehlt oder das Wachstum der auf die Nahrbéden auf- 
oder eingeimpften Keime vdllig ausbleibt. Das Prontalbin, die 
Ulironverbindungen und in ganz besonders hohem Ma8e das Mar- 
fanil bewirken diese Erscheinungen gegeniiber Streptokokken, das 
Sulfathiazol bevorzugt gegeniiber Staphylokokken, das Sulfa- 
pyridin und Sulfathiazol gegeniiber Pneumokokken aller Typen, 
gegentiber Meningokokken, Gonokokken usw. Da8 selbst so resi- 
stente Keime wie die Gaséddemkeime und Tetanusbazillen durch 
Marfanil voéllig in ihrem Wachstum unterdriickt werden kénnen, 
und zwar in Konzentrationen, die das Wachstum tierischer und 
menschlicher Leukocyten sowie ihre phagocytierenden EKigen- 
schaften nicht beeintrachtigen, ist besonders bemerkenswert. Daf 
sogar Tuberkelbazillen durch Sulfathiazol und andere Sulfonamide 
in entsprechender Weise beeinflu8t werden, haben wir erst in 
neueren Versuchen feststellen kénnen. Welche wirksamen Spalt- 
produkte unter der Eimwirkung der dem kranken tierischen oder 
menschlichen Organismus dargereichten Verbindungen noch ent- 
stehen kénnen, besonders aus den Substanzen, die im infizierten 
Tier wirksam sind, aber im in vitro-Versuch nicht oder nur in sehr 
geringem Ausma8, ist heute noch nicht restlos aufgeklirt. In vielen 
Fallen diirfte die in vitro im Plattenversuch festgestellte Wirkung 
vieler Sulfonamide aber durchaus ausreichend sein, um ihren 
therapeutischen Effekt zu erklaren. Die meisten Forscher sind 
heute noch in den V «stellungen einer Sterilisatio magna viel zu 
sehr befangen, wer _je in den fiir die Chemotherapie der bakte- 
riellen Infektionen ~*> meten Sul.onamiden Substanzen vermuten, 
die schon allein in ¢.. wage sind, wie die Desinfektionsmittel Bak- 
terien im Reagenzglas abzutéten. Da8 die im Plattenversuch fest- 
stellbare direkte Viirkung der Sulfonamide nicht der Wirkung am 
infizierten Tier genau parallel geht, sondern die Wirkung am infi- 
zierten Tier von der allgemeinen Vertriglichkeit, der Resorptions- 
fahigkeit und anderen Faktoren mehr abhangig ist, habe ich andern- 
orts ausfiihrlich dargelegt. DaB das direkte Angreifen der Sulfon- 
amide, der Sulfone und noch anderer, bei bakteriellen Infektionen 
chemotherapeutisch wichtiger Substanzen, die wir neuerdings 
fanden und iiber deren praktische Anwendbarkeit noch keine aus- 
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gedehnten Erfahrungen vorliegen, von entscheidender Bedeutung 
fiir ihren praktischen Wert zu sein scheint, dafiir sprechen meines 
Erachtens alle Versuche iiber die lokale Anwendung dieser Sub- 
stanzen am infizierten Tier. Streut man geeignete Sulfonamide in 
Wunden ein, die mit Streptokokken oder Staphylokokken infiziert 
sind, so kommt die Infektion zum Stillstand und zur Abheilung, 
indem nach unseren eingehenden histologischen Untersuchungen 
zunichst eine Vermehrung der vorhandenen Krankheitserreger 
verhindert wird und die vorhandenen Keime in ibrer Virulenz so 
weitgehend geschwicht werden, da sie nunmehr leicht eine Beute 
der Leukocyten und Histiocyten werden und den natiirlichen 
Abwehrfunktionen des Organismus erliegen. Selbst bei den Gas- 
6deminfektionen ist das in einem immer wieder in Erstaunen 
setzenden AusmaB der Fall, selbst dann, wenn man die so resi- 
stenten Sporen einsaét, die zum Teil stundenlanges Kochen ver- 
tragen, ohne daB sie abgetétet werden; ebenso bei unter aller- 
schwersten Bedingungen durchgefihrten Versuchen, bei denen man 
die Muskulatur vor der Einimpfung der Keime in schwerster Weise 
mechanisch schaidigt und nicht nur Monoinfektionen, sondern 
Infektionen mit 3 oder 4 Keimarten der wichtigsten Wund- 
infektionserreger durchfiihrt, von denen jeder einzelne schon geniigt, 
um infizierte Tiere in allerkiirzester Zeit zu tdten. Um reine Ver- 
suchsergebnisse zu erzielen, haben wir bei unseren Versuchen auf jede 
chirurgische Wundexzision, wie sie in der Praxis beim Menschen 
geiibt wird, verzichtet, so daB die Ergebnisse bei den menschlichen 
Wundinfektionen voraussichtlich noch giinstiger ausfallen diirften 
als in unseren Tierversuchen. Uber die Beeinflussung schwerer 
Wundinfektionen im Experiment mégen einige Versuche Auskunft 
geben; weiteres ist aus friiheren Verdffentlichungen zu ersehen?). 
Fiir die lokale Anwendung haben sich besonders die Gemische 
von Marfanil mit Prontalbin und anderen Sulfonamiden bewahrt, 
um eine méglichst groBe Streubreite gegeniiber den verschiedenen 
Wundinfektionserregern zu erzielen, von denen die Streptokokken, 
die Staphylokokken und die Gaséddemkeime die wichtigsten sind. 
Sobald man auf den Zusatz von Marfanil gegeniiber Gasédem- 
keimen verzichtet, wird die Wirkung ausgesprochen gering. 


Ratten am Riicken intramuskulir mit Pararauschbrandbazillen infiziert, 


1'/, Stunde nach der Infektion Schnittinzision und 200 mg Sulfonamid in 
die Wunde eingebracht. 





1) Chemotherapie bakterieller Infektionen. Verlag Hirzel, Leipzig 1940 
u. 1942; Klin. Wschr. 1942. 
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Anzahl Es bleiben am Leben 
Se ee 20 0 
WE 68 5 vee a owt eee 10 10 
ee. ac ee 10 3 








Neben der lokalen Darreichung erhielten in diesem Versuch 
je 2 Tiere noch zusitzlich entsprechende Gaben der Sulfonamide 
subcutan, in anderen Versuchen per os. 

Die besten Ergebnisse wurden stets bei kombinierter lokaler 
und oraler Anwendung der Sulfonamide erzielt. Bei Frinkel- 
und Novy-Infektionen brachte die zusatzliche Anwendung von 
Gas6demserum die weitaus sichersten Heilerfolge. Aber auch mit 
der alleinigen Lokalbehandlung bei Gasédeminfektionen sind oft 
schon ganz ausgezeichnete Heilerfolge zu erzielen. 


Pararauschbrand- Versuch 


Ratten in der Riickenmuskulatur intramuskular infiziert mit 1 ccm einer 
1:10 verdiinnten 18stiindigen Kultur 


















































| Anzahl [Es leben 24Std[Es leben 48 Std.| Es bleiben 
d. Tiere | n. d. Infektion | n. d. Infektion am Leben 
KKontrollen . 4 0 0 0 
Marfanil 
100mg. . 2 . 2 2 1 9 
200 mg . 2 2 2 2 
Marfanil-Prontalbin aa 
ime... 2 1 1 1 | 
200 mg. . 2 2 2 2 
Mischung von Marfanil, Prontalbin, Eleudron zu gleicheu Teilen 
100mg. . . 2 2 1 1\ . 
200mg... 2 2 2 2 
Mischung von Marfanil, Prentosil rubrum, Eleudron zu gleichen Teilen 
100mg. . . 2 2 2 2\4 
200mg... 2 2 2 2 
Mischung von 60 'T. Pront. rubrum, 20 T. Marfanil, 20 T. Eleudron 
100mg... 2 2 1 Ola 
200mg... 2 2 2 i i 





1,5 Naphthalin-disulfosaures Salz des Marfanil 








100 mg . 2 2 2 2 
an ies). 2 2 | 2 5} 4 
Endkontrollen 4 0 Q 0 





Bei einer entsprechenden Infektion mit Frankel-Bazillen 
bei alleiniger lokaler Behandlung blieb die Halfte der mit Marfanil 
lokal behandelten Tiere am Leben. 
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Bei experimentell an Ratten durch Infektion mit 6-hamo- 
lytischen Streptokokken (Gruppe A) erzeugten Muskelphleg- 
monen wurde durch eine einmalige lokale Anwendung der ent- 
sprechenden Sulfonamide das folgende Ergebnis erzielt: 





























: Anzahl |Es leben 48 Std. Es bleiben 
d. Tiere | n. d. Injektion | 1 Woche am Leben 

eS ee apes Eee ee | 1. 0 
PR 654 a ee 8 7 2 
Marfanil-Protalbin aa. . 8 8 6 
Mischung von Marfanil, 
Prontalbin, Eleudron zu 8 7 7 

gleichen Teilen | 
Mischung von Marfanil, 
Prontosil rubrum, Eleu- 8 7 a2 7 
dron zu gleichen Teilen 
Mischung von 60 T. Pront. | 
rubrum, 20 T. Marfanil, 8 8 8 

20 'T. Eleudron 


Dosierung je 2 Tiere 100, 200, 300, 500 mg lokal. 


Bei Staphylokokkeninfektionen bei Mausen und Ratten 
iibten die obigen Praparate in lokal verabreichten Dosen von 50 
bzw. 100 mg und dariiber eine titberzeugende Wirkung aus. 

Der Zusatz von Eleudron zu dem Marfanil-Prontalbingemisch 
hat sich besonders dann als zweckmabig erwiesen, wenn man 
eine noch starkere Staphylokokkenwirkung erzielen will. Die Ver- 
wendung von Prontosil rubrum an Stelle des Prontalbin ist be- 
sonders von Bosse gelobt worden, weil das Prontosil rubrum 
gleichzeitig noch eine blutstillende Wirkung entfaltet. 

Gegen Diphtheriebazillen in Wunden entfaltet Marfanil eben- 
falls eine sehr beachtliche Wirkung. Wahrend Ratten, die in der 
Muskulatur mit Diphtheriebazillen infiziert worden waren, bereits 
94 bzw. 48 Stunden nach der Infektion tot waren, lebten 
beispielsweise in mehreren Versuchen 48 Stunden nach der Infek- 
tion noch alle behandelten Tiere, denen nach der Infektion 100, 
200 bzw. 300 mg Marfanil in die infizierte Wunde eingestreut 
worden waren. 

Die experimentellen Infektionen mit haimolytischen Strepto- 
kokken, Staphylokokken, Gasédemkeimen, Diphtheriebazillen u. a., 
bei denen die Tiere meistens schon innerhalb von 24—48 Stunden 
der Infektion erliegen, sind in der Regel wesentlich schwerer als die 
beim Menschen zur Beobachtung kommenden Falle. Beim Men- 
schen kommt man daher auch bei rechtzeitigem Behandlungs- 
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beginn oder gar bei vorbeugender Behandlung mit relativ kleinen 
Dosen aus. In der Praxis hat sich bisher gezeigt, daB ein Zusatz 
von 10°/) Marfanil geniigt, um bei friihzeitiger Anwendung die 
Entwicklung von Gasédeminfektionen zu verhindern. 

Diese hier angefiihrten und anderenorts dargelegten experi- 
mentellen Untersuchungen und die heute bereits zahlreich aus der 
Praxis am Menschen vorliegenden Resultate (Bosse, Jager, Kon- 
jetzny, Haferland, Schneider, Beyer, Eunike, Stapf u. a.) 
bilden die Grundlage der lokalen Therapie der Wundinfektionen, 
deren groBe praktische Bedeutung mehr und mehr zunehmend 
anerkannt wird. 

Die orale und parenterale Anwendung der Sulfonamide bei 
’ Streptokokken- und Staphylokokkeninfektionen, bei Lungen- 
entzindungen, in der Behandlung der epidemischen Meningitis, 
der Gonorrhoe und vieler anderer Infektionen hat sich heute bereits 
seit Jahren so eingebiirgert, da8B sie nicht mehr fortgedacht werden 
kann. Die Entwicklung der Chemotherapie bakterieller Infek- 
tionen hat einen so stiirmischen Verlauf genommen, wie wir es noch 
niemals vorher auf irgendeinem Gebiet der Therapie erlebt haben, 
und die dadurch erzeugten Wellen pflanzen sich befruchtend nach 
den verschiedensten Seiten hin fort, so da wir noch dauernd mit 
weiteren Erginzungen auf diesem erst seit wenigen Jahren er- 
schlossenen Arbeitsgebiet rechnen dirfen. Uber die praktischen 
Erfolge der neuen Therapie mit den Sulfonamiden hinaus hat diese 
auch eine Menge der die physiologische Chemie interessierenden 
Fragenkomplexe angeschnitten. 

Durch die Arbeiten von Wood, Fildes, Stamp, Kuhn u. a. 
ist es erméglicht worden, mehr und mehr einen Einblick in den 
feineren Wirkungsmechanismus dieser Substanzen zu nehmen. 
Durch diese Arbeiten ist das allgemeine Interesse an dieser prak- 
tisch wichtigen Heilmittelklasse auf ganz neue, bedeutungsvolle 
Ausblicke gelenkt worden. Es konnte nachgewiesen werden, dai 
diese Verbindungen einen zum Bakterienwachstum notwendigen 
Wucehsstoff verdringen, z. B. die p-Aininobenzoesiure, das so- 
genannte Vitamin H’; dadurch kann die primar schadigende Wir- 
kung auf einige Bakterienarten erklart werden. 

Dem Arzt und Chemiker die Voraussetzungen fiir die so frucht- 
bare Zusammenarbeit geschaffen und unsere Arbeit in jeder nur 
erdenklichen Weise geférdert zu haben, ist das Verdienst von 
H. Horlein, dem Leiter des Elberfelder Werkes der I. G. Farben- 
industrie A.-G. ss 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 5 
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Kine neue Methode der biologischen Prolantitration 
Von . 
Ernst Huf 
Mit 6 Figuren im Text 





(Aus dem Physiologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Zur quantitativen Bestimmung des gonadotropen Hormons 
aus dem Harn gravider Frauen, des Prolans, das in chemischer 
Hinsicht als Glucoproteid zu bezeichnen ist, und das bis jetzt nur 
auf biologische Weise, d.h. im Tierversuch ausgewertet werden 
kann, stehen eine ganze Reihe von Methoden zur Verfiigung. Bei 
weitem die gelaéufigste unter diesen macht von der Tatsache Ge- 
brauch, daB Prolan als ein den Gonaden iibergeordnetes Sexual- 
hormon in den Ovarien infantiler Rattenweibchen die Follikel- 
reifungsvorginge und damit auch die Produktion von Ovarial- 
hormon anregt. Letzteres lést dann die bekannte Verhornungs- 
reaktion am Vaginalepithel aus, so daB es also méglich ist, Prolan 
ebenso wie die dstrogenen Hormone im Allen-Doisy-Test 
mengenmaéfig zu erfassen. Dieses Verfahren hat insofern einen 
betont subjektiven Einschlag, als die Beurteilungen der ,,Vaginal- 
abstriche‘‘ von Beobachter zu Beobachter verschieden ausfallen, 
was sich vor allem bei der Absoluteichung stérend bemerkbar 
macht. Sicherlich tritt dieser Nachteil des genannten Auswertungs- 
verfahrens heute nicht mehr so stark hervor, da seit der Einfiihrung 
und, wie wir auf Grund unserer Erfahrungen!) sagen kénnen, Be- 
wihrung des internationalen Standardpraparates fiir Prolan jede 
Messung vergleichend gegen diesen Standard vorzunehmen ist. 
Kin grundsatzlicher Nachteil ist aber noch immer darin zu sehen, 
daB die Dosiswirkungsdiagramme, die bei Verwendung des be- 
kannten logarithmischen Wahrscheinlichkeitsnetzes Geraden dar- 
stellen, einen ziemlich flachen Verlauf aufweisen, was zur Folge 
hat, daB die Genauigkeit der Messungen keine allzu gro8e ist. 





1) E.Huf, Medizin und Chemie. Bd. 4, Herausgeber ,, Bayer“ I. G. Farben- 
industrie A.-G., Leverkusen. 
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Eine andere Methode der Prolantitration nutzt die Tatsache 
aus, da8 die Behandlung der Rattenweibchen mit dem gonado- 
tropen Wirkstoff eine Steigerung der Ovargewichte bewirkt. Trotz- 
dem nun hier an die Stelle der Vaginalabstriche die Ovargewichte 
getreten sind und damit jedes subjektive Moment der Beurteilung 
eines Ergebnisses beseitigt ist, hat diese Methode aber bisher prak- 
tisch wenig befriedigt, da der Gewichtszuwachs der Ovarien im 
Verhaltnis zu dem Dosenanstieg des Prolans doch recht gering ist; 
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Fig. 1. 
Abhingigkeit der Ovargewichte von der Prolandosis bei Stilben B-vorbehandelten Ratten (tig- 
lich 1 mg subcutan, 7 Tage lang). Als Prolan wurde das spiter in der Arbeit genannte Rohprolan 
angewandt. Jeder eingezeichnete Punkt stellt das Mittel aus 12 Einzelmessungen an 12 Tierendar. 
Stilben B = Dioxydiithylstilben-dipropionat 











es verlaufen mit anderen Worten auch diese Wirkungsdiagramme 
noch so flach, da8 sie hinsichtlich der zu erzielenden Genauigkeit 
keinen Vorteil gegeniiber dem erstgenannten Auswertungsverfahren 
bringen. 

Wir haben nun vor kurzem gezeigt!), daB man eine weit 
stirkere Gewichtszunahme der Ovarien erzielen kann, wenn man 
die Versuchsratten einige Tage vor der Verabreichung von Prolan 
mit dem _ kiinstlichen Brunststoff 4,4’-Dioxy-«,f-diathylstilben- 
dipropionat vorbehandelt. Eine entsprechende Reaktion erfolgt 
auch mit den natiirlichen Ostrogenen, was schon seit langem 
bekannt ist; wir haben diese Reaktion nach ihrem Entdecker als 
»Collip-Effekt* bezeichnet. Bei Untersuchung eines groBen 
Dosenbereiches des Prolans war der Verlauf des Dosiswirkungs- 
diagrammes ein S-férmiger, so wie das einem in Fig. 1 dar- 





1) E. Huf, Klin. Wschr. 19, 625 (1940); Arch. f. exper. Path. 198, 587 (1941). 
5 * 
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gestellten Versuch, der unsere friheren Ergebnisse bestatigt, zu 
entnehmen ist. Es fallt dabei wieder auf, daB es einen mittleren 
Dosenbereich gibt, bei dem eine Steigerung der Prolandosis um 
ein geringes Vielfaches einer Grunddosis die Ovargewichte ganz 
rapid in die Héhe treibt. In diesem Bereich konnte man auch eine 
lineare Beziehung zwischen den Dosenlogarithmen und den mitt- 
leren Ovargewichten erwarten. Tatsichlich wurde im Experiment 
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Fig. 2. Versuch ahnlich dem in Fig. 1 dargestellten, nur feinere Unterteilung des Dosenbereiches 

fiir Prolan. Jeder eingezeichnete Punkt stellt das Mittel aus 8—9 Einzelmessungen dar. Nach 

intraperitonealer Darreichung von Stilben B wurde ein Prolanwirkungsdiagramm erhalten, das 
sich mit dem hier gezeichneten fast deckt 


eine befriedigend lineare Relation gefunden (vgl. Fig. 2), wenn es 
auch zu gelegentlichen ,,Uberschneidungen‘‘ kam. Dies kann bei 
einer Tierzah] von nur 10 pro Dosis nicht iiberraschen, da man solche 
Uberschneidungen unter diesen Umstinden bei allen biologischen 
Messungen antrifft, obwohl die genauere Untersuchung mit mehr 
Tieren dann haufig die lineare Abhangigkeit zwischen Dosen- 
logarithmus und mittlerem Effekt (jedenfalls fiir einen bestimmten 
Bereich) doch noch sicherstellt. 


Hiermit lag num die Méglichkeit der Prolanauswertung unter 
Zugrundelegung des Collip-Effektes ohne weiteres auf der Hand. 
Um nun dieses Auswertungsprinzip einmal praktisch anzuwenden, 
haben wir 2 Prolane vergleichend gegen das internationale Stan- 
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dardpraparat sowohl nach dem bisher iiblichen Allen-Doisy- 
Verfahren wie auch mit Hilfe des Collip-Effektes ausgewertet. 
Fir jeden Fall ist dabei der Streuungsbereich der Resultate er- 


mittelt worden. Uber die erzielten Ergebnisse berichtet die vor- 
liegende Arbeit. 


I, Auswertungen nach dem Allen-Doisy-Verfahren 


Praparate. Zur Priifung kam ein Rohprolan, ein dialysiertes Prolan 
(D-Prolan) sowie das internationale Standardpraparat. Rohprolan ist ein 
Produkt, das durch Ausfallen und einmaliges Umfallen mit Alkohol aus 
Schwangerenharn (DRP. Nr. 688850 v. 18. 8. 1927) gewonnen wurde. Das 
daraus durch Dialyse weiter gereinigte Hormon wird hier als D-Prolan be- 
zeichnet. Beide Prolane lagen als Trockenpulver vor, von denen das Rohprolan 
in einer Pulverflasche, das D-Prolan (1 Teil mit 4 Teilen Rohrzucker gemischt, 
so daB 100 mg etwa 2000 internationalen Einheiten entsprachen) in zug- 
geschmolzenen Ampullen im Dunkeln bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde. 
Das internationale Standardpraparat steht bekanntlich in Tabletten zu 10 mg, 
enthaltend 100 internationale Einheiten (IE), zur Verfiigung. Die Tabletten 
wurden im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd im Eisschrank bei + 2° auf- 
bewahrt. 

Tierversuche. Zur biologischen Priifung verwandten wir infantile 
Ratten im Gewicht von 25—30g. Jedes Tier erhielt die zu verabreichende 
Gesamtprolandosis in 1,2 com Wasser gelést subcutan injiziert. Diese Menge 
wurde jedoch 6fach unterteilt (6 < 0,2 ccm) innerhalb von 48 Stunden ge- 
geben. Vaginalabstriche wurden bis zur 120. Stunde nach Beginn der Injek- 
tionen vorgenommen. Die Beurteilung der Abstriche richtete sich, wie iiblich, 
nach dem Vorhandensein von Schollen. Ein Bild, in dem nur Schollen vor- 
lagen, bezeichneten wir als +. Gewisse Stadien des Schleimhautauf- oder 
-abbaus wurden von uns durch (+-) gekennzeichnet. Ein Tier, das wihrend der ~ 
ganzen Priifung nur mit (+) reagierte, zahlte spater bei der Berechnung des 
Ergebnisses nur ,,halb“. Darin liegt natiirlich eine gewisse Unsicherheit, die 
sich aber auf das Endergebnis bei uns nur wenig auswirken konnte, da wir 
immer nur vergleichend gegen das Standardpraparat auswerteten. Aus diesem 
Grund ist es auch unndétig, genauer zu schildern, welches mikroskopische Bild 
wir mit (-+) bezeichneten. 

Der Berechnung der Wertigkeit der untersuchten Prolane lag immer eine 
Serie von gleichartigen Auswertungen zugrunde, die innerhalb von wenigen 
Wochen in den verschiedensten Monaten durchgefiihrt v. urden. Hatte sich in 
3 Einzelversuchen mit 15, 20 bzw. 12 Tieren z. B. ergeben, daB 3 bzw. 4 bzw. 3,5 
reagierten, so bildeten wir hieraus einen Gesamtwert durch Zusammenzahlen 
aller reagierenden sowie aller eingesetzten Ratten und rechneten mit einer 
Reaktion von 10,5/47 = 22,4°/). Dieses Verfahren der Mehrfachauswertung 
eines Praparates iiber eine gewisse Zeit hin, das de Fremery') geradezu fordert, 
hat sich bei uns seit Jahren gut bewahrt. Es liBt sich auf diese Weise in be- 
friedigender Weise die Schwierigkeit beheben, die einer einigermaBen genauen 
Auswertung wohl in den meisten Laboratorien, die wie wir mit Inzuchttieren 





1) de Fremery, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. V, Teil 3B/2, S. 1503. 
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arbeiten, haufig dadurch entsteht, da8B selten einmal 100—200 Tiere einer 
ganz bestimmten Gewichtsklasse zugleich frei sind. Selbstverstandlich wurde 
bei unserem Vorgehen zur Berechnung der Wertigkeit des Roh- bzw. D-Prolans 
der zur gleichen Periode vorliegende Priifungsbefund bei Anwendung des 
internationalen Standardpraparates herangezogen. 


Die gepriiften Dosen waren beim Rohprolan 20, 40, 80 y. Beim D-Prolan 
(mit Rohrzucker verdiinnt, vgl. oben): 22,5, 45, 90 y. Beim internationalen 
Standardpraparat meist 0,6, 1,2 und 2,4, gelegentlich 0,5, 1,0 und 2,0 IE. 

Die Ergebnisse aller Abstrichergebnisse sind in den Tab. 1—3 
niedergelegt. Wie man der Tab. 1 entnehmen kann, ist das Roh- 
prolan innerhalb von fast 2 Jahren 4mal, das D-Prolan in einem 
zeitlichen Abstand von etwa 1/, Jahr 2mal ausgewertet worden. 
Das internationale Standardpraparat ist in den 2 Jahren 6mal 
geprift worden. 

Um von hier aus zu den gewiinschten Wertigkeitsangaben fir 
das Rohprolan und das D-Prolan zu gelangen, sind die in den 
Tab. 1—3 enthaltenen prozentualen Abstrichergebnisse graphisch 






























































Tabelle 1 
Auswertungen von Rohprolan 
Vers. | Priifungs- |Gesamt- Reaktion bei 
Nr. datum | tierzahl 20 407 | “acd 80 7 
309 | 1.4. 40 2/14 8/14 13/14 
309a] 4. 4. 40 3/11 1,5/10 3/9 
313 | 11. 4. 40 Iv 6/14 7,5/14 11/14 
320 | 23. 5. 40 0/9 4/9 6/9 
326 | 10. 6. 40 __3,5/10 5/10 | 5,5/10 
14,5/58=25,07/,| 26/57 = 45,6°/,| 38,5/56 = 68,8"/, 
456 | 17.3. 41 9,5/30 | 16,5/30 18,5/29 
462 | 31.38.41 |  go9 4/10 | 5/10 5/10 
464 |] 3.4.41 | ° 4/20 9,5/20 16,5/20 
468 | 17. 4. 41 5,5/15 | 6,5/14 11,5/15 
23/75 =30,7°/o| 37,5/74=50,7°/| 51,5/74=69,6"/, 
519 | 23. 10. 41 2/20 | 4,5/20 6/20 
521 | 27.10.41 | 238 3/20 55/19 9,5/20 
525 | 10. 10. 41 3/40 | 15/40 22,5/39 
8/80=10,0%/,| 25/79=81,7°/,| 38/79 =48,0%, 
547 | 19. 1. 42 2/10 3/10 7,5/11 
548 | 22. 1. 42 2/8 2/8 4/9 
550 | 26.1.42 | 445 0/7 5/7 4/7 
552 | 29.1. 42 0,5/9 5,5/8 7/8 
554 | 2.2. 42 3/14 5/14 14/15 
7,5/48=15,6%/,| 20,5/47 =43,6°/,| 36,5/50 = 73,0°/, 
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Tabelle 2 
Auswertungen von dialysiertem Prolan 
Vers. | Priifungs- |Gesamt- Reaktion bei 
Nr. datum __ | tierzahl 22,5 7 | 45,0 y 90,0 7 
481 | 12.5. 41 1/24 | 8,5/24 14/24 
482 | 15.5-41 | | | 0,5/15 | 5/15 7,5/15 
486 | 19.5.41 | 764 | 5,5/18 10/17 | 14/17 
496 | 9.6.41 3/12 | 3,5/12 | 9/12 
505 | 10. 7. 41 10/2 ee es 
20/89 =22,5°/,,  44/87=50,6%/,| 62/88=70,5"/, 
534 | 4.12. 41 3/15 | 4/16 9/16 
587 | 11.12.41} 140 4/20 11/18 | 10/19 
539 | 18. 12. 41 3,5/12 7/12 i 
10,5/47 =22,4°/,| 22/46=47,8°/,| 26/47 =58,4°/, 
Tabelle 3 
Auswertungen des internationalen Standards 
Reaktion bei 
Vers. | Priifungs- |Gesamt- Diep 
Nr. | datum |tierzahl}] 9,51 1,0 IE*) 2,0 IE*) 
0,6 I 1,2 IE 2,4 IE 
315 | 18. 4. 40 1/7 3/7 6/7 
318 | 21. 4. 40 0/15 5,5/15 10/16 
319 | 205.40] 94, 1/21 4,5/20 11/22 
323 | 30.5.40] ~ 0/10 5/10 5/10 
324 | 3.6. 40 0/17 11/17 12/17 
327 | 10. 6. 40 2/10 5,5/10 5/10 
4/80=5,0°/, | 34,5/79=43,79/,| 49/82 =59,8"/, 
454 | 13.3, 41 4/37 20/37 | 24/38 
459 | 243.41] | | 4,5/17 6,5/17 | 15/17 
460 | 27.3.4. ] 267 | 35/15 11/15 | 13/15 
467 | 17.4. 41 8/20 9/19 | 15/20 
20/89 =22,5°/o| 46,5/88=52,99/,| 67/90 = 74,5", 
485 | 19.5. 41 8,5/25 17/25 22,5/25 
492 | 26.5. 41 9/18 10/18 12/18 
495 } 5.6.41] ix 3/17 8,5/17 14/17 
498 | 16.6. 41 8/34 14,5/34 225/34 
500 | 23.6. 41 6,5/20 11/20 11,5/20 
504 ] 11.7. 41 3/15 22/28 i. ele 
38/129 =29,5°/,| 83/142 =58,5°/,|109,5/144—76,2%, 
516 | 2.10. 41 3,5/26 8,5/24 14,5/23 
518 | 13.10.41 | 198 | 5,5/20 10/20 10/20 
523 | 3.11. 41 3/21 | 6,5/22 13/22 
12/67 =17,9°/,| 25/66=37,9%/,| 37,5/65=57,7"/, 
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Tabelle 3 (Fortsetzung) 



































Reaktion bei 
Vers. | Priifungs- |Gesamt- nies secre 
Nr. datum _ | tierzahl 0,5 IE*) 1,0 IE*) 2,0 IE*) 
0,6 IE 1,2 IE 2,4 IE 
533 | 1.12. 41 . 9/28 13/29 | 15/27 
538 |15.12.41 | 202 8/20 10/20 14/20 
541 | 29. 12. 41 8/20 10/19 15/19 
25/68=86,8°/,| 33/68=48,5°/,| 44/66 = 66,7°/, 
546 | 12.1. 42 ‘| 9/20 13/17 | 17/20 
549 | 26.1.42 | oon 2/18 8/18 | 10/18 
in 2 2/14 | 6/15 PS 
553 | 2.2. 42 2/15 10,5/15 | —M/I5 " 
15/67 =22,4°/| 37,5/65=57,8°/,, 47/68 =69,1°/, 














*) Gilt nur fiir Versuche 315—327 


dargestellt und durch eine Wirkungsgerade zusammengefaBt 
worden. Hierbei bedienten wir uns des in den letzten Jahren immer 
mehr bekannt gewordenen logarithmischen Wahrscheinlichkeits- 
netzes. Die Abszisse, auf der die Dosen aufgesucht werden, ist 
logarithmisch unterteilt, wihrend die Ordinate, auf der die pro- 
zentualen Abstrichergebnisse abgegriffen werden, die nach Hazen 
transformierte Prozentskala darstellt (Naberes vgl. bei Prigge und 
Schafer?). | 

Die auf diese Weise erhaltenen Diagramme sind in Fig. 3 
wiedergegeben. Durch jeden einzelnen MeSpunkt findet man eine 
kiirzere ausgezogene und eine langere gestrichelt gezeichnete Senk- 
rechte gelegt, die den prozentualen Mutungsbereich angeben. 
Damit ist fiir diese Dosis festgelegt, innerhalb welches Bereiches 
der wahre Wert liegen kann, wenn man die Voraussage mit 68°/, 
(k =1) und 95°/, (k =2) Wahrscheinlichkeit macht. 


Die Festlegung der Mutungsbereiche (.7,) geht auf die von Prigge?) 
aufgestellte Formel: 





kel —-2P)4£kV4n Pi —- P)+k? 
2(n + k?) 
zuriick, die hier nur der Orientierung wegen angefiihrt sei. Wir haben die 


einzelnen Bereiche jedoch nicht berechnet, sondern mit Hilfe der von v. Schel- 
ling*) angelegten Tabellen ermittelt, in denen die ,-Werte fiir viele Falle 


M, = 








1) Prigge u. Schafer, Arch. f. exper. Path. 191, 281 (1939). 

2) Prigge, Naturw. 25, 169 (1937). 

3) v. Schelling, Arb. Staatsinst. exper. Ther. usw. Frankf./M. 37, 28 
(1939). 














Eine neue Methode der biologischen Prolantitration 


73 


schon ausgerechnet sind oder durch einfache Interpolationsrechnung erhalten 
werden kénnen. 
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| -D Prola ee rd 8-Prolan: Vers 534-530 
ae neitegin Standard:Vers.533-541 
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Diagramm 6 


Diagramm 5 


Diagramm 4 


Diagramm 3 


Diagramm 2 


Diagramm 1 


Fig. 3. Wirkungsdiagramme von Rohprolan, D-Prolan und Standardprolan mit Angabe der 





prozentualen Mutungsbereiche der einzelnen gemessenen Werte 
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Beim Einzeichnen der Wirksamkeitsgeraden haben wir uns 
durch das Auge leiten lassen und von einer Ausgleichsrechnung 
abgesehen. In den meisten Fallen lieBen sich die Geraden in be- 
friedigender Weise ziehen. Nur beim Diagramm 1 ergab sich eine 
gewisse Schwierigkeit. Hier muBte jedoch den beiden in der Nahe 
von 50°/, gelegenen Punkten das gréBere Gewicht beigelegt werden. 
Ein gewisser Ausgleich ist jedoch in der Weise erfolgt, da8 die 
Wirksamkeitsgeraden des Roh- (bzw. D-) Prolans und die dazu- 
gehérige Gerade des internationalen Standardpraparates parallel 
zueinander gezogen worden sind. 

Nachdem so fir jeden Fall die Wirksamkeitsgeraden des zu 
prifenden und des Standardprolans festgelegt waren, konnte die 
Wertigkeit des ersteren ohne weiteres abgelesen werden. Wir 
haben aus den Diagrammen die Anzahl von y bzw. IE abgelesen, 
die bei genau 50°/, der Ratten die Ostrusreaktion auslésten. Auf 
diese Weise haben sich fiir das Rohprolan und das D-Prolan die in 
Tab. 4 verzeichneten Wertigkeiten ergeben. 

Ks erhob sich nun noch die Frage, mit welchem Fehler diese 
Angaben behaftet sind. 


Man pflegt eine derartige Angabe immer in der Form eines oberen und 
unteren Grenzwertes zu machen, die fiir eine bestimmte vorgegebene Chance 
von meist 68 oder 95°/, und fiir den Fall der Anwendung einer bestimmten 
Tierzahl gelten. Wir haben uns in vorliegendem Fall an die Arbeit von Prigge 
und Schafer'), besonders an die Ausfiihrungen auf S. 307—310 gehalten. 
Danach lassen sich die Fehlergrenzen ohne langere Rechnung auf graphischem 
Weg dadurch ermitteln, daB man simtliche Teilergebnisse eines Tierversuchs 
zu einem Gesamtergebnis zusammenfaBt, indem man die Gesamtzahl der 
reagierenden Tiere durch die Gesamtzahl der eingesetzten Tiere dividiert und 
die M,-Grenzen des betreffenden Prozentsatzes ermittelt. Nachdem diese 
Grenzen fiir den zugehérigen Prozentsatz in das Diagramm eingetragen worden 
sind, zieht man parallel zu der Wirkungsgeraden in dem durch die M,-Grenzen 
festgelegten Abstand Parallelen. Fiihrt man dies bei dem zu priifenden und 
einem Standardpraparat durch, so ergibt sich aus den im gré8ten bzw. 
kleinstea Abstand zueinander liegenden Parallelen eine obere bzw. untere 
Grenzwertwertigkeit. 


Mit der Fig. 4 bringen wir ein Beispiel der Fehlergrenzen- 
ermittlung. Es handelt sich um die erste der beiden in Tab. 2 
genannten Auswertungen des D-Prolans sowie um die in die gleiche 
Zeit fallende 3. Prifung des internationalen Standardpriaparates. 

Bei dieser Auswertung des D-Prolans wurden insgesamt 
264 Ratten angewandt, wovon 126, das sind 47,8°/,, reagierten. 





1) Prigge u. Schafer, a.a.O. 
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Nach den v. Schellingschen Tafeln entspricht diesem Versuch 
fir k =1(Voraussage mit 68°/) Wahrscheinlichkeit) der Mutungs- 
bereich 44,7—50,9°/,. In diesem Abstand laufen die beiden diinn 
ausgezogenen Parallelen zur Wirkungsgeraden. Fir k = 2 (Voraus- 
sage mit 95°/, Wahrscheinlichkeit) gilt nach den v. Schelling- 
schen Tafeln der Mutungsbereich 41,7—53,9°/,. Die durch diese 
Grenzen gelegten Parallelen zur Wirkungsgeraden sind gestrichelt 
gezeichnet. Entsprechend wurde beim Standardpraparat verfahren. 
Hier reagierten von insgesamt 415 Ratten 280,5, d. h. 55,6°/, mit 


aa 








D-Prolan:Vers. 487-505. 











Standard :Vers.485-504. 
225 ile wey a aed 
So tS 12 24 


Fig. 4. Wirkungsdiagramme von D-Prolan und Standardprolan sowie Angabe des Fehler- 
bereiches der Messung fiir jedes der beiden Prolane fiir die beiden vorgegebenen Chancen von 
68 und 95°/, (kK = 1 und k = 2) 


Ostrus. Die Mutungsgrenzen fiir k =1 und k = 2 lauten 538,2—58,0 
- baw. 50,7—60,4°/,. In diesen Abstanden sind wieder die Parallelen 
zur Wirkungsgeraden gezogen worden. 


Aus den Schnittpunkten dieser Parallelen mit der 50°/)-Linie 
ergeben sich nun die Grenzwertigkeiten fiir das D-Prolan, wenn 
man die den Schnittpunkten entsprechenden Abszissenwerte zu- 
einander in Beziehung setzt. Nach Fig. 4 kann so mit 68°/, Wahr- 
scheinlichkeit (k =1) gesagt werden, daB der obere Grenzwert 
25800 IE/g (42,8 y =1,10 IK), der untere Grenzwert 18800 IE/g 
(51,0 y =0,96 IE) betragt; und mit 95°/, Wahrscheinlichkeit 
(k =2) gelten die Grenzwerte 29900 IE (89,5 y =1,18 IE) und 
16200 IE (55,5 y =0,90 IE). Statt dessen kann man nach Prigge 
und Schafer mit guter Annaherung die Wertigkeit des D-Prolans 
mit einer vorgegebenen Chance von 68°/, zu 21900 ¥ 1,17 IE/g 
bzw. mit einer Chance von 95°/, zu 21900 * 1,36 IE/g angeben. 


Ganz entsprechend ist bei allen tibrigen Auswertungen vor- 
gegangen worden. Auf die Wiedergabe aller Kinzelheiten kann nach 
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genauer Schilderung eines Beispiels jedoch verzichtet werden. Die 
Gesamtheit der Ergebnisse ist in Tab. 4 niedergelegt. 





























) Tabelle 4 
Wertigkeit von Rohprolan und D-Prolan in IE 
Lfd Angewandte Tierzahl Wertigkeit in [Eu. Fehlergrenze 
Nr, | beimRoh- beim ins- eae FS aie 
" | baw. D-Prolan | I-Standard gesamt | mes . 
Rohprolan 
1 171 | 241 | 412 29 600%1,24 | 29600%1,50 
2 223 | 267 | 490 30 300*1,20  30300%1,43 
3 238 | 198 | 436 23 700% 1,21 23 700% 1,49 
4 145 = a + 25500%1,21 | 25500%1,47 
Dialysiertes Prolan 
1 264 415 | 679 21900¥1,17 | 21900%1,36 
2 140 | ge | sa 18900*1,36 | 18900%1,87 


Betrachten wir zunichst die beiden Auswertungen des D-Pro- 
lans, so ergibt sich eine befriedigende Ubereinstimmung der beiden 
Priifungsergebnisse, so daB man den mittleren Gehalt des Prolans 
gut mit 20000 IK/g angeben kann. 

Beim Rohprolan stimmen die beiden ersten‘ und die beiden 
letzten Auswertungen ebenfalls offensichtlich gut tiberein. Da die 
4 Priifungen sich, wie auf §. 70 schon gesagt wurde, aber auf 
einen Zeitraum von 2 Jahren verteilen, so ware wohl auch daran 
zu denken, da durch das Lagern des Prolans eine geringe Abnahme 
der Wertigkeit eingetreten sein kann. Dieser Schlu8 kann aber 
nicht mit Sicherheit gezogen werden, da auch bei den am weitesten 
auseinander liegenden Ergebnissen der 2. und 3. Auswertung die 
Fehlerbereiche sich immer noch soweit tberschneiden, daB die 
wahre Wertigkeit des Rohprolans in beiden Versuchen dieselbe sein 
kann. Es ist daher erlaubt, dem Rohprolan auf Grund aller 4 Aus- 
wertungen einen mittleren Gehalt von 27000 RE/g beizulegen?). 

Was die Fehlerbreite betrifft, so zeigt Tab. 4, daB selbst bei 
Anwendung von insgesamt 800 Ratten und mehr fiir das zu eichende 
und das Standardprolan und bei einer Voraussage mit nur 68°/, 
Wahrscheinlichkeit immer noch Werte, die das 1,2fache bzw. den 
1,2ten Teil der angegebenen Wertigkeit ausmachen, zugelassen 





1) Unsere Versuche bringen damit nebenbei einige exakte Unterlagen 
fiir die Haltbarkeit von Trockenprolan. 
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werden miissen. Will man eine Voraussage mit héherer und zwar 
95°/jiger Wahrscheinlichkeit machen, so sind sogar noch Werte 
moglich, die das 1,5fache bzw. den 1,5ten Teil darstellen — trotz 
Anwendung von insgesamt mehreren hundert Tieren fiir eine Aus- 
wertung. Nach der 2. Auswertung des D-Prolans sind fiir beide 
vorgegebenen Wahrscheinlichkeiten die zugehérigen Fehlerbereiche 
noch gréfer als die zuletzt erwihnten, was damit zusammenhingt, 
daB hier die Wirkungsgeraden, fiir das D-Prolan sowohl wie fiir das 


Standardpriparat, besonders flach verlaufen (s. Diagramm 6 der 
Fig. 3). 

Es soll nun untersucht werden, ob die einleitend erwahnte 
Moglichkeit der Prolanauswertung mit Hilfe des Collip-Effektes 
zu den gleichen Wertigkeitsangaben fiir die beiden gepriiften Pro- 
lane fihrt und ob diese neue Methode an Genauigkeit der im voran- 


stehenden nochmal angewandten Vaginalabstrichmethode iber- 
legen ist. 


II. Auswertungen unter Zugrundeclegung des Collip-Effektes 


Uber die Praparate braucht hier nichts mehr gesagt werden, da die 
gleichen Prolane (Rohprolan, D-Prolan, Standardprolan) benutzt wurden, die 
auch in den voranstehend geschilderten Messungen zur Anwendung kamen. 

Tierversiche. Zu den Versuchen wurden 25—30 g schwere Ratten- 
weibchen benutzt. Jedes Tier erhielt 7 Tage lang taglich 1 mg Dioxydiathy]l- 
stilben-dipropionat [Stilben B*)] in 0,1 ccm Sojaél gelést subcutan injiziert 
_ Am 8., 9. und 10. Tag wurden die folgenden, in 1,2 com Wasser gelésten Ge- 
samtprolandosen (die im Verhaltnis 1: 1,5: 2,25 zueinander stehen) in 6facher 
Unterteilung (6 x 0,2 cem) gegeben: Rohprolan 167, 250 und 375y. D-Pro- 
lan: 208, 312 und 468y. Internationales Standardpraparat: 5,0, 7,5 und 
11,25 IE. Die Tétung der Tiere zwecks Préparation und Gewichtsbestimmung 
der Ovarien erfolgte am 13. Versuchstag, den Tag der ersten Stilben B-Injektion 
als 1. Versuchstag gezéhlt. Es wurden immer beide Ovarien zusammen (nach 
leichtem Abtrocken auf Filtrierpapier) im frischen Zustand gewogen, wozu wir 
uns einer Torsionswaage bedienten. 

Jedes der 3 Praparate wurde in 3 Dosen gepriift, wobei pro Dosis etwa 
30 Tiere zur Anwendung gelangten. Da eine Gesamtzahl von etwa 270 Ratten 
auf einmal nicht zur Verfiigung stand, so sind mebrere gleichartige Teilversuche 
mit kleineren Tierzahlen pro Dosis kurz hintereinander (innerhalb von 4 bis 
5 Wochen) durchgefiihrt worden, wobei auf eine gleichmaBige zeitliche Ver- 
teilung aller Versuche mit den 3 Prolanpraparaten geachtet wurde. Zum 
SchluB sind dann alle entsprechenden Teilversuche zur Gewinnung eines Ge- 
samtergebnisses zusammengefaBt worden. 


In den Tab. 5—7 sind die erhaltenen Ovargewichte nach Ver- 
suchen und Dosen geordnet zusammengestellt. Fig. 5 und Fig. 6 





1) Als Handelspriparat der I. G. Farbenindustrie A.-G, Leverkusen 
unter der Bezeichnung ,,Cyren B“ bekannt. 
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Auswertung von Rohprolan (9. 2.—14. 3. 1942) 
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Tabelle 5 









































Ovargewichte, mg 
Versuch 7 
167 y | 250 y 305 7 
19 | 4) 193 
24 | 26 11% 
34 56 25 
ae 44 23 56 
555 20 25 37 
9. 2.—21. 2. 1942 18 20 142 
25 53 85 
19 20 98 
21 19 155 
16 20 84 
17 | 19 | 20 
19 19 | 148 
557 pe | a 
_9R 9 9 = (2 
16. 2.—28. 2. 1942 93 75 | 101 
21 15 24 
19 ae: 57 
25 19 167 
16 148 20 
558 17 22 127 
me 9 21 134 
19. 2.—3. 3. 1942 13 99 | 122 
19 15 32 
14 18 
; 14 140 20 
29 22 107 
g 11 40 
: 10 9 12 
561 24 il 125 
2. 3.—14. 3. 1942 21 25 100 
16 | 30 122 
13 | 25 40 
17 77 
19 | 21 
| | 
. 666 : 34 1100:33 | 2692: 31 
N or . 
littel =19,6mg | = 334mg | = 86,9 mg 


stellen die an Hand dieser Tabellen angelegten Auswertungs- 
diagramme dar. Auf der Abszisse sind die Dosenlogarithmen, auf 
der Ordinate die Ovargewichte aufgetragen. Man erkennt, daB 
beim Standardpraparat die drei gemessenen Punkte sehr gut durch 
eine Wirksamkeitsgerade (stark ausgezeichnet) verbunden werden 
-kénnen. Bei dem Roh- und D-Prolan trifft das weniger gut zu. 
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Tabelle 6 
Auswertungen von D-Prolan (12. 2.—14. 3. 1942) 






































Caieach Ovargewichte, mg 

208 y | 312 7° 468 7 
21 | 84 58 
24 | 65 158 
17 | 126 83 
35 | 105 | 184 
42 109 141 
18 | 29 | 28 
556 17 25 182 
7 ee ee 38 90 163 
12. 2.—24, 2. 1942 36 ae 99 
86 12 166 
25 | 58 | 152 
29 | 102 | 152 
18 | 13 | 9} 
| } 145 
| | 133 
18 | 20 | 114 
14 38 161 
22 11 141 
a 21 | 17 150 
558 17 | 43 137 
19. 2.—3. 3. 1942 14 | 23 128 
17 | 36 133 
12 37 164 

18 126 

18 111 
20 | 41 136 
; 14 183 156 
561 14 | 44 141 
2. 3.—14. 3. 1942 14 | 14 135 
13 | 35 22 

25 | 26 

Mittel 667 : 29 1716 : 29 3653 : 28 
_— = 23,0 mg = 59,2 mg = 130,5 mg 





Hier wurden Wirksamkeitsgeraden nach bestem Augenma® gelegt. 
Wir werden spater noch einmal darauf zuriickkommen, ob und 
wieweit man hierzu berechtigt ist. Alle Wirksamkeitsgeraden sind 
parallel zueinander gezeichnet worden. 

Geht man nun etwa in die Mitte des gemessenen Bereiches 
hinein und ermittelt, wieviel y vom Roh- bzw. D-Prolan und wieviel 
IE vom Standard nétig waren, um Ovargewichte von 60 mg zu 
erzeugen, so findet man folgende Abszissenwerte: Fir Roh- 
prolan 298 y, fiir D-Prolan 282 y, fiir den internationalen Stan- 
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Tabelle 7 


Auswertungen des internationalen Standards (9. 2.—10. 3. 1942) 









































. Ovargewichte, mg 
ee 5.0 IE 7,5 IE 11,25 IE 

46 | 180 | 37 

33 103 | 124 

18 102 | 68 

65 24 160 

555 18 123 | 23 
9, 2.—21. 2. 1942 92 | 90 | 17 
20 21 | ii} 

135 | 76 | 170 

42 | 138 | 81 

26 117 | 23 

32 7 | 108 

16 | 8 224 

18 22 | 193 

30 | 26 | 175 

557 17 | 16 | 59 
16. 2.—28. 2. 1942 17 17 | 45 
18 10 104 

17 | 18 | 55 

48 106 | 95 

21 | 18 | 70 

92 | 110 | 107 

13 95 | 41 

10 21 | 133 

Sees a 30 118 

560 18 | 118 | 196 
26. 2.—10. 3. 1942 14 | 77 110 
1} 18 143 

14 | 177 | 15 

21 | 103 | 174 

16 | | 70 

Mittel 816:30 | 1985 : 29 3049 : 30 
=27,2mg | = 68,5 mg = 101,6 mg 


dard 7,0 IE. Diese Prolanmengen sind mit anderen Worten 
wirkungsaquivalent, und es kann die Wertigkeit des Rohprolans 
mit 28900 IE/g, die des D-Prolans zu 24800 IE/g angegeben 
werden. Beide Werte stimmen mit den nach der Vaginalabstrich- 
methode erhaltenen, in Tab. 4 genannten Resultaten befriedigend 
aberein, wobei man natiirlich die in Tab. 4 angegebenen Fehler- 
grenzen in Betracht ziehen muB. 

Es war nun noch die Frage zu beantworten, mit welchem 
Fehler die nach der hier angewandten neuen Methode der Prolan- 
titration erzielten Wertigkeitsangaben behaftet sind. 
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Obwohl in dem bekannten Buch von Burn?) fir den Biologen 
ibersichtliche Anleitungen zur Ermittlung der Fehlergrenzen zur 
Verfiigung stehen, haben wir auf Anraten von Herrn Prof. Dr. 


On 


? 
Ovargewichte 


70 - ° 


60 f 

90 - Jsoied 
404 

oi J 

















50 %5 125 iF 250 375 
JE r 


Fig. 5. Wirkungsdiagramme von Rohprolan und Standardprolan nach Anwendung des Collip- 
Effekts sowie Angabe des Fehlerbereiches der gesamten Messung fiir die beiden vorgegebenen 
Chancen von 68 und 95°/, (k = 1 und & = 2) 


/ 
oO 


Ovargewichte 


80- Standard 

















T t ' = 


50 75 = 14.25 208 86312 =—«468 
JE r 
Fig. 6. Wirkungsdiagramme von D-Prolan und Standardprolan nach Anwendung des Collip- 


Effektes sowie Angabe des Fehlerbereiches der gesamten Messung fiir die beiden vorgegebenen 
Chancen von 68 und 95°/, (k = 1 und k& = 2) 


Prigge doch davon abgesehen, die bei Burn auf 8. 25—27 ge- 
nannten Formeln hier anzuwenden, da diese sich auf eine normale, 





1) Burn, Biologische Auswertungsmethoden. Berlin, Springer 1937. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 6 
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symmetrische Verteilung der Merkmale stiitzen und nicht berick- 
sichtigen, daB viele biologische Merkmale nicht symmetrisch um 
einen maximalen Wert verteilt sind. Es trifft dies ganz besonders 
fiir unsere in Tab. 5—7 genannten Zahlen zu, die eine stark 
asymmetrische Verteilung erkennen lassen. Die im folgenden ge- 
gebene Darstellung der Fehlerberechnung, die von der Annahme 
einer Normalverteilung frei ist, lehnt sich an eine Arbeit von 
v. Schelling!) sowie vor allem an ein uns von letztgenanntem 


freundlichst erstattetes Gutachten an, aus dem wir Teile hier 
wiedergeben. 


Es sei D, die Grunddosis bei allen Prolanen. Dann sind die beiden héheren 
angewandten Prolandosen mit 1,5 0) und 2,25 D, zu bezeichnen. Mit jeder der 
3 Dosen ist eine Reihe von Tieren (n,, ”,, 3) behandelt worden. Die bei den 
einzelnen Tieren gemessenen Ovargewichte G wollen wir G,, G,, G3,G,..... G., 
den Mittelwert G nennen. Da 3 Dosen angewandt wurden, so resultieren die drei 
mitteleren Ovargewichte G,, G,, Gs. 


Diesen 3 Mittelwerten entsprechen die Streuungen ¢,, ¢,, ¢,, die nach der 


Formel 
ix x 
, ae sce a = 
iii” > (G — G)**) 
t=] 


berechnet werden. 





1) v. Schelling, Naturwiss. 28, 430 (1940). . 


*) Man kann sich die numerische Rechnung dadurch vereinfachen, daB 
man anstatt nach 





n 
1 = = si 
— > (G — G@? mit der Formel = ~» Bs 
i=1 
rechnet. Man erspart sich damit die Ausrechnung der einzelnen Differenzen 


(G, —@), (@, —@) usw. DaB man unter Anwendung des letztgenannten Aus- 


drucks zu dem gleichen Wert fiir o? kommt, ergibt sich aus folgender Uber- 
legung: 


1 - =~ 1 m 
FD, FH Gt = 1G, — G+ (G, - G+ G, - GP 4G — ON 


i= 


1 
Gy MGs? + Ga? + Gs” cage +G,?- 2G4(G,+G,+G, c20. G,) +n G? 
G,?+ G,? + G,? --- + G? 


I 





— G,+ G+ G,--- +G, 











- a + @ 
2 
ae =e aa G? da G, + G, + G; sce + G,, a G tat 


n 





Eine neue Methode der biologischen Prolantitration 


88 


Tab. 8 gibt eine Ubersicht tiber die n-, G- und o?-Werte aller Versuche. 












































Tabelle 8 
n-, G- und o?-Werte bei: 
Priparat | D, Dy 1,5 D, 2,25 Dz 
nN, G, oF Ng G, v3 Ng G, O53 
I-Standard 5,0 TE | 30 | 27,2 | 549,43 | 29 | 68,4 | 2796,40 | 30 | 101,6 | 3350,54 
Rohprolan |167,0 Y 34}19,6} 45,08 | 33 | 33,3 | 1052,44 | 31] 86,8 | 2794,60 
D-Prolan 208,0 y 29 | 23,0 | 191,93 | 29 | 59,2 | 1911,77 | 28 | 130,5 | 1271,50 








Unter der Voraussetzung, daB die Beziehung zwischen dem Dosenloga- 
rithmus und dem Ovargewicht linear ist und daB die Steigung der fiir die 


3 Prolane geltenden Wirksamkeitsgeraden die gleiche ist, miiBte die Differenz 
der mittleren Ovargewichte 


d = Ggtandara — GRohprolan oder d = Ggtandara — @p-Pprolan> 


fiir die Dosen Dy, 1,5 Dy und 2,25 D, denselben Wert ergeben. Beobachtete 
Abweichungen kénnen unter Umstanden auf zufallige Schwankungen zuriick- 
gefiihrt werden. Um hiertiber AufschluB zu erhalten, muB die Streuung von d, 
also og berechnet werden, wozu die v. Schellingsche Formel 


2 2 2 
i N * ° (Standard) +n %Rohprolan) d 


“= ' 5 
aos ™ standard) ° (Rohprolan) 3 


dient. N =x (Standard) + 2 (Rohprolan). Alle itbrigen Gré8en sind im 
voranstehenden schon erlautert. Ganz das entsprechende gilt fiir das D-Prolan 
Setzt man fiir die beiden Grunddosen von Standardprolan und Rohprolan 
(5,0 IE bzw. 167) die in Tab. 8 verzeichneten Werte ein, so erhalt man: 


30 +34  30-549,434+34-45,08 (27,2 — 19,6) 
30 + 34-1 30 - 34 30 + 34-1 


In Tab. 9 sind alle d- sowie die dazugehorigen oq?-Werte fiir den Ver- 


gleich des Standardpraparates mit dem Rohprolan bzw. dem D-Prolan zu- 
sammengestellt. 





Cg = 





= 18,86. 
































Tabelle 9 
Vergleich 
Dosis Standard/Rohprolan Standard/D-Prolan 
d a? d 0° 

er a + 7,6 18,86 + 4 26,08 
8S eee +35,1 143,21 + 9 166,67 
OO a +14,8 208,25 — 28, 151,67 
SET Ee +57,5 307,32 —15,5 344,42 

Mittelwert +19,2 — 5,2 
Mittlerer (k = 1). + 6,41 + 6,19 
Fehler (k = 2). + 12,82 +12,38 








6* 
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Die dort angegebenen Mittelwerte von d und die dazugehdérigen Fehler 
fiir k = 1 und k = 2 sind sind nach den Formeln von v. Mises’) 


Mittelwert fiir d = = (d, + d, + ds), 





Mittlerer Febler fir d= YSH(@ =~ You, + 04, +O], 


berechnet worden. Die Mittelwerte + 19,2 und — 5,2 besagen, da8 bei den 
gewahlten Grunddosen der Standard im Vergleich zum Rohprolan durch- 
schnittlich um 19,2 mg hdhere, im Vergleich zum D-Prolan um 5,2 mg 
niedrigere Ovargewichte bewirkt hat. v. Schelling halt es nun wegen der 
Symmetrie der Differenzverteilung fiir erlaubt, an die graphisch nach Augen- 
maB gezogenen Wirksamkeitsgeraden fiir die Wirkung des Rohprolans im Ab- 
stand + 6,41 bzw. + 12,82 und entsprechend fiir das D-Prolan im Abstand 
+ 6,19 bzw. 12,38 Parallelen zu ziehen, die fiir k = 1 und k = 2 (d. h. fiir die 
vorausgesetzten Wahrscheinlichkeiten von 68 bzw. 95°/,) die Fehlerbereiche 
abgrenzen. Da es sich um die Fehler der Differenz handelt, so ist mit den an 
je eine Wirksamkeitsge’ade angelegten Parallelen die Unsicherheit bei der Aus- 
wertung des Rohprolans und auch des Standardprolans erfaSt worden. 

Dort wo in Fig. 5 und 6 die (willkirlich) in Hohe von 60 mg 
gezogenen Parallelen zur Abszisse die zu den Wirkungsgeraden 
parallel laufenden Linien schneiden, kann man nun die Grenz- 
wertigkeiten ablesen: Fiir das Rohprolan ergeben sich die Grenz- 
werte 22000—25600 IE (k =1) bzw. 20700—27500 IE (k = 2). 
Die Angaben fiir das D-Prolan lauten: 28000—26400 IE (k = 1) 
bzw. 21400—28200 IE. Wir haben diese Werte in Tab. 10 ein- 
getragen und des Vergleichshalber nochmal die mit der Vaginal- 
abstrichmethode erhaltenen Befunde angefiihrt. 
7 Es kann aus Tab. 10 als Gesamtergebnis entnommen 
werden, da8B die neue Methode der biologischen Prolan- 
titration unter Zugrundelegung des Collip-Effektes zu 
denselben Wertigkeiten der gepriiften Prolane fiihrt, die 
man nach der Vaginalabstrichmethode erhalt. Im Ver- 
gleich zu letzterer ist die neue Methode aber wesentlich 
genauer, da die gefundenen Wertigkeiten, wie die mathe- 
matische Betrachtung ergibt, mit einer viel geringeren 
Unsicherheit behaftet sind. Diese héhere Genauigkeit 
kann dabei trotz Anwendung von weniger Tieren erreicht 
werden. 

Dieser Vorteil der hier entwickelten neuen Methode der Prolan- 
titration liegt letzten Endes in der groBen Steilheit des Dosis- 
wirkungsdiagrammes begriindet. Daraus erwiichst fiir die prak- 





1) v. Mises, Wahrscheinlichkeitsrechnung. Leipzig und Wien, 1931. 
S. 282, Formeln (5’) und (5’). 
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Tabelle 10 


Gegentiberstellung der Auswertungsbefunde fiir Rohprolan und D-Prolan 
nach Anwendung der Vaginalabstrichmethode sowie der neuen, sich auf 
den Collip-Effekt stiitzenden Methode 
































Unsicherheit (*) fii 
Tierzabl IE/g | nsicherheit (7) fir 
| k=1 k= 2 
Rohprolan 
Abstrichmethode 412 29 600 1,24 1,50 
490 30300 1,20 1,43 
436 23 700 1,21 1,49 
345 25500 1,21 1,47 
Neue Methode 187 23 900 1,08 1,16 
D-Prolan 
Abstrichmethode 679 21900 1,17 1,36 
342 18900 1,36 1,87 
Neue Methode 175 24800 1,07 1,15 














tische Anwendung allerdings auch eine gewisse Schwierigkeit, da 
ein verhaltnisma8ig enger Dosenbereich eingehalten werden muB. 


Die im voranstehenden gemachten quantitativen Aussagen stiitzen sich 
auf die Richtigkeit der Konstruktion der in Fig. 5 und 6 wiedergebenenen 
Wirkungsdiagramme, die als vier zueinander parallele Geraden dargestellt 
worden sind. Dabei ist unter Leitung des Auges eine gewisse Korrektur der 
Lage der gemessenen Punkte vorgenommen worden. Herr Dr. v. Schelling 
hat nun noch die Frage untersucht, ob und wieweit dieses Vorgehen erlaubt war, 

Berechnet man in allen 3 Fallen die Steigung h = G, — G, bzw. G,— G, 
von Dosis zu Dosis in Milligramm sowie die zugehérige Streuung o, nach der 
Formel 

s. am. & 0,7 + n, 0,” 
ao | NM * Ng 





] 


wobei man fiir %,, ”,, 0,7 und o,? die Zahlen der Tab. 8 einsetzt und fiir die 
beiden ersten Dosen des internationalen Standardpraparates z. B. 

30 + 29 30 - 549,43 + 29 - 2796,40 
30 + 29 —2 30 - 29 


erhalt, so ergeben sich die in Tab. 11 zusammengestellten Werte, Daraus ergibt 
sich analog der oben fiir d durchgeftihrten Rechnung weiter: 


oO,” a 





= 116,10 


1 
Mittelwert fiir h = eh +h, + hy + hy + hs + hg) 





arate 1 
Mittlerer Fehler fiir k = V Str (h) = rs VOR, + of, + of +02, +02 +07 , 


Setzt man in diese Formeln fiir 2 und o;?2 die Zahlen der Tab. 11 ein, so findet 
man fiir die mittlere Steigung und den mittleren Fehler 


41,5 + 4,34 mg. 
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Tabelle 11 
Steigung h von Dosis zu Dosis in mg und o;” 
Fir G, aia G, Fir G, aa G, 

h On” h oc," 
+412 | 116,10 +33,2 216,08 
+13,7 | 33,32 +53,5 122,46 
+362 | 75,13 75° | 16m 





4 von den 6 Steigungen stimmen befriedigend hiermit iiberein, wahrend die 
erste Differenz beim Rohprolan und die zweite beim D-Prolan eine starkere 
Abweichung aufweist. Daraus folgt, daB es zweckmaBig ist, die Annahme der 
linearen Beziehung zwischen Dosenlogarithmus und Ovargewicht durch weitere 
Experimente sicherzustellen. Wir sind indessen ganz zuversichtlich, daB sich 
diese Linearitat nach Vorliegen eines noch gréBeren Versuchsmaterials definitiv 
erweisen wird. Dies im Hinblick auf unsere Erfahrungen bei der Untersuchung 
eines groBen Dosenbereiches. Hier haben wir beim Auftragen der Wirkungen 
gegen den Logarithmus der Dosis wiederholt einen S-férmigen Verlauf der 
Wirkungskurve gefunden. In Fig. 1 dieser Arbeit ist nochmals ein Beispiel 
gegeben. Bei einer derart steilen S-Kurve kann aber der mittlere Teil praktisch 
als linear verlaufend angesehen werden. 


Zusammenfassung 


1. Das bisher am meisten geiitbte Auswertungsverfahren fiir das 
gonadotrope Hormon aus dem Harn gravider Frauen (plazentares 
Gonadotropin = Prolan) macht von der 6strogenen Wirkung des 
Hormons bei nichtkastrierten Ratten Gebrauch. Dabei wird fir 
verschiedene Dosen der Prozentsatz der reagierenden Tiere er- 
mittelt. Seit der Einfiihrung des internationalen Standard- 
praparates fiir Prolan werden die Messungen stets vergleichend 
durchgefiihrt. Die Dosiswirkungsdiagramme, die beim Eintragen 
in das logarithmische Wahrscheinlichkeitsnetz Geraden darstellen, 
haben einen relativ flachen Verlauf. Die Genauigkeit der Messung 
ist mithin keine groBe. Dafiir werden Beispiele gegeben. 2 Pro- 
lane, 1 Rohprolan und 1 dialysiertes Prolan (D-Prolan), die ver- | 
gleichend gegen den internationalen Standard unter Anwendung 
von insgesamt 2700 Ratten im Laufe von 2 Jahren mehrfach geeicht 
wurden, haben folgende mittlere Wertigkeiten ergeben: Fiir das 
Rohprolan 27000 IK/g, fiir das D-Prolan 20000 IE/g. Beide Werte 
sind infolge der unterschiedlichen Empfindlichkeit der verschiedenen 
Ratten mit einer Unsicherheit behaftet, die wir fiir unseren Fall 
nach dem Verfahren von Prigge und Schafer ermittelt haben. 
Danach miissen trotz Anwendung von 800—600 Tieren fiir eine 
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vergleichende Auswertung von Rohprolan oder D-Prolan noch 
Werte zugelassen werden, die, sofern man die Voraussage mit 68°/, 
Wahrscheinlichkeit treffen will, rund das 1,2fache baw. den 1,2. Teil 
der obengenannten Werte betragen. Will man die Voraussage mit 
95°/, Wahrscheinlichkeit machen, so sind sogar noch Werte még- 
lich, die rund das 1,5fache, ja sogar das 1,9fache bzw. die ent- 
sprechenden Teile der mittleren Werte darstellen. 

2. Wesentlich genauer, trotz Anwendung einer viel geringeren 
Anzahl von Tieren, arbeitet eine hier neuentwickelte Methode der 
Prolantitration, die sich auf den Collip-Effekt stiitzt. Wir haben 
damit die Erscheinung gekennzeichnet, da8B die Ovarien von Ratten 
auf das Schwangerenharnhormon viel stirker als gewohnlich mit 
einem Gewichtsanstieg reagieren, wenn die Tiere einige Tage vor 
der Verabreichung von Prolan mit hohen Dosen von Brunststoffen 
vorbehandelt worden waren, z. B., wie hier wieder gezeigt wird, 
mit Dioxy-didthylstilben-dipropionat. Dieser starke Gewichts- 
anstieg der Ovarien macht sich vor allem in dem Bereich von 
5—12 IE Prolan bemerkbar. Die Beziehung zwischen dem Dosen- 
logarithmus und dem Effekt ist in diesem Bereich befriedigend 
linear. Unter Ausnutzung dieser Reaktion sind die unter 1 ge- 
nannten Prolane zusammen mit dem internationalen Standard- 
praiparat erneut ausgewertet worden, wobei fiir die Priifung eines 
Priparates 90—100 Ratten zur Anwendung kamen. In be- 
friedigender Ubereinstimmung (Beriicksichtigung der Fehler- 
grenzen) mit den unter 1 gemachten Angaben wurde gefunden: 
Fir das Rohprolan 23900 IE/g, fiir das D-Prolan 24800 IE/g. Die 
viel gréBere Steilheit der Wirkungsgeraden bei Anwendung des 
neuen Verfahrens bedingt indessen eine weit geringere Unsicherheit 
der Werte. Nach v. Schelling kann man mit 68°/, Wahrscheinlich- 
keit sagen, daB fir beide Prolane nur noch Werte zulassig sind, die 
hiéchstens das 1,lfache bzw. den 1,1. Teil der obengenannten 
Deklarationen ausmachen. Selbst bei einer Voraussage mit 95°/, 
Wabhrscheinlichkeit geht die Unsicherheit nicht wber das 1,2fache 
bzw. den 1,2. Teil des mittleren Wirkungswertes hinaus. 
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Stufenphotometrische Bestimmung von dstrogenen Stilbenen 
Von 


Ernst Huf und Grete Widmann 
Mit 2 Figuren im Text 





(Aus dem Physiologischen und dem Untersuchungslaboratorium 
der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1942) 





Die Hauptfrage, die den Pharmakologen sowie den Kliniker 
bei der Kinfiihrung der synthetisch gewonnenen éstrogenen Stilbene, 
insbesondere des 4, 4’-Dioxy-«, f-diithylstilbens (I) und seiner 
Kster (II) 


CH, OH, 

Hof \—c-c-_¢ \on ro? \c=c-¢ Vor 

{ }0-0{_} (_)-o=e-{_) 
C,H; i CL; 


zuerst in die gynikologische, bald aber auch in die internistische 
und dermatologische Praxis beschaftigte, war die nach der Wir- 
kungsstarke im Vergleich zu den natiirlichen Brunststoffen Ostron, 
Ostradiol sowie deren Ester. Die bisherige Entwicklung auf dem 
Gebiet der natiirlichen weiblichen Sexualhormone brachte es mit 
sich, da8 der Hormontherapeut seine Dosierung ausschlieBlich auf 
Tiereinheiten (z. B. Mauseeinheiten) oder auf internationale Ein- 
heiten einstellte. Es war daher vor der Anwendung der éstrogenen 
Stilbene beim Menschen nicht zu umgehen, zu der Frage der rela- 
tiven Wirkungsstarke der natiirlichen und synthetischen Ostrogene 
unter Heranziehung des Tierversuchs Stellung zu nehmen. Trotz- 
dem hier grundsitzlich nicht zu behebende Schwierigkeiten vor- 
lagen, tiber die wir mehrfach berichtet haben"), kann doch gesagt 
werden, daB die Messungen im Tierversuch praktisch ausreichende 
quantitative Anhaltspunkte fir die Anwendung der déstrogenen 
Stilbene beim Menschen geschaffen haben. Unter Zuhilfenahme 
dieser Angaben haben die Priifungen am Menschen im Laufe der 





1) E. Huf, Arch. f. exper. Path. 197, 415 (1941); Klin. Wschr. 20, 1008 
(1941); Arch. f. exper. Path. im Druck. 








et") 
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letzten Jahre fir die Hauptindikationsgebiete der Stilbene (die sich 
mit denen der natiirlichen weiblichen Sexualhormone decken) auch 
befriedigende Dosierungsanweisungen ergeben. 


In dem MaBe aber, wie dieses Ziel erreicht wurde, konnte man 
auf den Tierversuch zur Wertigkeitsbestimmung und Wertigkeits- 
angabe der dstrogenen Stilbene mehr und mehr verzichten und 
dazu tibergehen, diese synthetischen Ostrogene, die chemisch reine, 
krystallisicrte Stoffe darstellen, einfach nach Milligrammen zu 
bemessen. Im Zuge dieser Entwicklung trat dann auch das Be- 
diirfnis nach einer quantitativen chemischen Bestimmungsmethode 
fir die Stilbene immer mehr hervor. Eine solche Methode ist von 
Dingemanse?”) beschrieben worden. Sie beruht darauf, da8B Di- 
oxydiadthylstilben mit SbCl, in Chloroform eine fuchsinrote Farbung 
ergibt, die 1m Colorimeter gemessen wird. Nach dieser Methode 
erhalt man mit reinen Lésungen von Dioxydiathylstilben in Chloro- 
form und bei Messungen bis zu 2,5 y Substanz gute Werte. Aber 
schon geringe Verunreinigungen, z. B. durch Alkohol, geben eine 
fir die quantitative Bestimmung stérende Braunfirbung. 


Wir selbst verfiigen tiber ein anderes quantitativ-colorimetri- 
sches Verfahren, das von der Kupplungsfaihigkeit des Dioxy- 
didthylstilbens mit Diazobenzolsulfosiure Gebrauch macht. Auf 
die Schilderung dieser Methode und ihrer Anwendung fiir die Falle, 
in denen der synthetische Brunststoff frei oder verestert in Wasser 
bzw. Ol gelést oder mit inertem Material vermischt (z. B. in Ta- 
bletten) vorliegt, soll im folgenden eingegangen werden. 


Reagentien 


Die zur Kuppelung benétigte Lésung von p-Diazobenzolsulfosaure*) 
wird wie folgt hergestellt: 

4,5 g Sulfanilsaure werden in 4,5cem konzentrierter Salzséure gelést und 
mit Wasser auf 500 ccm aufgefiillt. 1,5cem dieser Lésung werden in einem 
50-com-MeBkolben mit 1,5 cem 5°/,iger Natriumnitritlésung gemischt und in 
Eis gekiihlt. Nach 5 Minuten werden nochmals 6ccm Natriumnitritlésung 
hinzugefiigt und nach weiteren 5 Minuten mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. 
Die Lésung soll vor der Verwendung 1 Stunde in Eis stehen und ist, in Eis 
aufbewahrt, etwa 24 Stunden haltbar. 

Die Kuppelung wird in Boratlésung vom pq 12 ausgefiihrt. Der dabei 
verwendete Boratpuffer wird hergestellt durch Lésen von 20 g Borsaure in 
280 ccm n-Natronlauge und Auffiillen mit Wasser auf 1 Liter. 





2) E. Dingemanse, Ndld. Tschr. Geneesk. 1940, Nr. 18, 1775. 
*) Zum qualitativen Nachweis von Dioxydiathylstilben eignet sich auch 
die Kupplung mit m-Nitrodiazolbenzol in alkalischer Lésung. 


Slee 
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Ausfiihrung der Bestimmung 


Am einfachsten gestaltet sich eine Untersuchung, wenn Di- 
oxydiathylstilben in Substanz vorliegt, wobei etwa der Reinheits- 
grad des Stoffes zu priifen ist. Man bereitet sich dann eine methyl- 
alkoholische Lésung, die in 1 cem 50—250 y Dioxydiathylstilben 
enthalt. In einem Reagensglas (16 x 160 mm) fiigt man zu 1 ccm 
alkoholischer Stilbenlésung unter kraftigem Schiitteln 8 cem Borat- 
puffer und hingt das Réhrchen 6 Minuten lang in ein Wasserbad 
von 80—85°. Dann kihlt man sofort auf 20° ab und gibt unter 
Umschiitteln 2 cem eisgekihlte 
fa Diazobenzolsulfosadurelésung zu. 
Die Fliissigkeit nimmt dann einen 

gelbroten Farbton an. Nach 3 bis 

5 Minuten langem Stehenlassen 

gibt man 1 Tropfen gesiattigte 

Calciumchloridlésung zu. Es ist 

2, re wichtig, kraftig durchzuschiitteln, 
“. Mh da sonst spater beim Photo- 
metrieren feine Triibungen auf- 

treten kénnen. Der Niederschlag 

air wird durch ein kleines Rundfilter 
ai abfiltriert und das klare Filtrat 
im §Stufenphotometer von ZeiB 


70 60 30 Aitestwepntt beil cm Schichtdicke gegen Borat- 
os se pufferlésung unter Vorschaltung 

ig. 1. . ° 
Extinktionswerte bei 1 cm Schichtdicke in Ges Filters § 50 gemessen (vel. die 


Abhiangigkeit von der Wellenlinge fiir 2 An- . : . 
sitze mit 100 baw. 200 y Dioxydiathylstilben. sxtinktionskurven der Fig. 1). 


ca Ce «=Carbe bleibt § wenigstens 

1/, Stunde nach Zugabe von 
Diazoreagens konstant. Blindversuche diirfen keine hdheren 
Extinktionswerte als 0,02—0,03 ergeben. 

Im Konzentrationsbereich von 50—250 y Dioxydiathylstilben 
pro Kubikzentimeter besteht nach unseren groBen Erfahrungen 
eine lineare Beziehung zwischen Konzentration und Extinktion, 
was z.B. durch die in Fig. 2 zusammengefaBten Versuche belegt 
wird. Der fiir die Bestimmung giinstigste Konzentrationsbereich 
liegt bei 100—200 y/ecm. Halt man sich hieran, so kann man mit 
einer Fehlerbreite der Methode von + 10°/, rechnen fiir den Fall, 
daB eine Lésung von bestimmter Konzentration einmal gepriiftwird. 


Wir haben bei Lésungen, die mehr als 250 y/ccm enthalten, dfters fest- 
gestellt, daB keine weitere Zunahme der Extinktion mehr erfolgt. Das ist ver- 
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mutlich dadurch bedingt, daB sich Dioxydiathylstilben in der angewandten 
Menge Boratpuffer nur bis zu etwa 250 7 lést. Beim Abkiihlen der erwarmten 
Boratlésung, die bedeutend mehr Stilben aufnehmen kann, bilden sich manch- 
mal iibersattigte Lésungen, die dann auch intensiver gefarbte Reaktions- 
lésungen geben. Will man bei héheren Konzentrationen arbeiten, so muB man 
den Methanolgehalt im Reaktionsgemisch im Verhiltnis zum Boratpuffer 
erhéhen. Unsere Erfahrungen nach dieser Richtung hin sind nicht abgeschlossen, 
weshalb wir auf die Wiedergabe von Einzelheiten verzichten. Fiir die meisten 
Falle wird man jedoch mit dem von uns untersuchten Konzentrationsbereich 
von 50—250 y/ccm auskommen. 


f Extinktion 

Q5+ cm Kuvette 
4 
04+ sgh 
a3 | a 
02+ : 
git ed 
0 








50 100 190 200 250 yDionydiathylstben 
Fig. 2. 


Extinktionswerte fiir das Filter S 50 bei 1 cm Schichtdicke in Abhingigkeit von der 
Dioxydiathylstilbenkonzentration. Die einzelnen Punkte sind Mittelwerte aus mindestens 3, 
meistens mehr, bei den Ansitzen mit 100 bzw. 200 yStilben aus je 150 Messungen. Bei diesen 
beiden Konzentrationen ist der jeweils héchste und tiefste Extinktionswert durch e angegeben. 


Es sei ferner noch auf folgendes hingewiesen: 

Um bei kleinen Mengen von Dioxydiathylstilben in einen giinstigeren 
MeBbereich zu kommen, kann man evtl. auf den Ausgleich des Kiivetten- 
fehlers durch Gegenschalten einer mit Boratlésung gefiillten Kiivette verzichten. 
Man erhalt dann etwas héhere Extinktionswerte, die aber nur iiber kleine 
Konzentrationsbereiche proportional mit der Stilbenmenge anwachsen. 

Das Erhitzen der Stilbenlésung mit dem Boratpuffer ist nicht unbedingt 
erforderlich, wenn die methylalkoholische Lésung reines Dioxydiathylstilben 
enthalt. MuB dieses jedoch vor der Bestimmung erst aus einer é6ligen Lésung 
extrahiert werden (vgl. unten), so gehen kleine Mengen von OI oder Fettsauren 
mit. In diesem Fall wird dann das Dioxydiathylstilben in der Kalte nur un- 
vollkommen von dem Boratpuffer aufgenommen, und es ist nétig, dies durch die 
Erwarmung im Wasserbad auf 80—85° sicherzustellen. Erspart man sich bei 
reinen Stilbenlésungen das Erwarmen, so ist besonders darauf zu achten, daB 
der Boratpuffer der methylalkoholischen Stilbenlésung schnell und unter 
kraftigem Umschiitteln zugesetzt wird. Andernfalls kénnte sich ein Teil des 
Dioxydiathylstilbens abscheiden und bei der niedrigen Temperatur vom Puffer 
nicht mehr gelést werden. 

Ahnliches gilt auch fiir den Zusatz von Calciumchlorid. Lésungen mit 
geringem Olgehalt triiben sich und kénnen ohne Zusatz von Calciumchlorid 
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nicht blank filtriert werden. Bei reinen Stilbenlésungen kann man ebensogut 
ohne Calciumcbloridzusatz und Filtration arbeiten. Man erbalt dann etwas 
hdhere Extinktionswerte. An Stelle von Calciumchlorid kann ebensogut auch 
Bleiacetat, Bariumacetat oder ahnliches angewandt werden, wobei fiir jeden 
Fall natiirlich etwas andere Extinktionswerte erhalten werden, die ermittelt 
werden miiBten. 


Einen merklichen EinfluB auf die abgelesenen Extinktionswerte haben 
auch Anderungen des py-Wertes oder der Temperatur der Boratlésung bei 
Zugabe der Diazolésung. 


Liegen Stilbenester vor, so miissen diese vor der Kupplung 
mit Diazobenzolsulfosiure verseift werden. Fir die Diester der 
Essigsdure, Propionsdéure, Butter- und Isobuttersaéure, Methyl- und 
Athylkohlensaure, Zimtsiure, Benzoesulfosiure hat sich bei uns 
folgendes Verfahren als brauchbar erwiesen: 

Eine Menge des Esters, die 1—2 mg Dioxydiathylstilben 
entspricht, wird in einer kleinen Porzellanschale mit 8 ccm 
2n. methylalkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbad zur Trockne 
verdampft. Den Rickstand nimmt man mit etwa 10 ccm Wasser 
auf, siuert mit 1,5 ccm 12,5°/,iger Salzsdure an und schiittelt 2mal 
mit je 20 cem Ather aus. Die vereinigten Atherausziige werden mit 
1°/,iger Natriumbicarbonatlésung, anschlieBend mit Wasser ge- 
waschen und dann auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. 
Diesen Riickstand lést man in 10 ccm Methanol und fihrt mit 
lecem dieser Lésung die Stilbenbestimmung nach der oben- 
gegebenen Vorschrift durch. 


Kleine Mengen der Ester kann man auch direkt nach dem 
Verseifen ohne Ausschiitteln mit Ather nach folgender, beim Di- 
propionsdureester ausgearbeiteten Vorschrift bestimmen: 


1 ccm der methylalkoholischen Lésung des Esters, die 100 bis 
200 y Dioxydiathylstilben entspricht, wird in einem Reagenzglas 
(16 x 160 mm) mit 0,05 cem 2n. methylalkoholischer Kalilauge 
10—15 Minuten im Wasserbad von 80—85° erhitzt. Den Ein- 
dampfriickstand nimmt man mit 1 cem Methanol auf, versetzt mit 
8 ccm Boratpuffer und 0,1 ccm n-Salzsiure und bestimmt in dieser 
Lésung das Stilben wie oben. 


In der Praxis wird man es hiufig nicht mit den reinen Sub- 
stanzen, sondern mit verschiedenen Zubereitungen, insbesondere 
mit dligen Lésungen oder Mischungen (z. B. in Tabletten) zu tun 
haben. Es ist dann nétig, die Stilbene aus diesen Zubereitungen 
vor der Bestimmung, evtl. vor der Verseifung zu extrahieren, was 
mit Methanol oder Essigester geschehen kann. 





i 
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Handelt es sich um Glige Lésungen der Stilbene, so kann zur 
Abtrennung des Ols folgendermafen vorgegangen werden: Man 
kocht die dlige Lésung wiederholt unter kraftigem Umschiitteln 
mit Methanol auf. Dann lé8t man die Mischung in Eis erkalten 
und absetzen und gieBt die iiberstehende methylalkoholische Lé- 
sung durch ein kleines, mit Methylalkohol befeuchtetes Rund- 
filter ab. Den dligen Riickstand kocht man noch 1—2mal mit 
Methanol aus und verdiinnt die vereinigten Methanolausziige soweit 
mit Methanol, da8 1 cem der Lésung eine Menge von 100—200 y 
Dioxydiathylstilben enthalt. Bei Stilbenestern wird nun nach einer 
der obigen Vorschriften verseift. Bei Dioxydiaithylstilbenlésung 
kann die Bestimmung direkt ausgefiihrt werden. 

Zur Abtrennung von Stilben aus einer Mischung (z. B. einer 
Tablettenmasse) wird eine Menge, entsprechend 1—2 mg Dioxy- 
diithylstilben 3 Stunden im Soxhlet-Apparat mit Methanol*) 
extrahiert. Den Extrakt verdampft man zur Trockne, kocht 
15 Minuten mit 20 ccm n-Natronlauge oder verdampft unter Zusatz 
von methylalkoholischer Kalilauge nochmals zur Trockne, nimmt 
mit Wasser auf, séuert mit Salzsdure an und schiittelt 2mal mit 
Ather aus. Die vereinigten Atherlésungen werden zur Abtrennung 
von mitgelésten gefarbten Bestandteilen mit 1°/,iger Natrium- 
bicarbonatlésung oder 4/,,m. Phosphatpufferlésung vom p,, 7,0 
(SGrensen) ausgewaschen, mit Wasser nachgewaschen und auf 
dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Den Abdampfungs- 
rickstand nimmt man mit 10 ccm Methanol auf und fihrt mit 
dieser Lésung die Stilbenbestimmung durch. 


Berechnung des Ergebnisses 


Wie wir weiter oben ausgefiihrt haben, besteht zwischen Kon- 
zentration und Extinktion innerhalb eines gewissen Konzen- 
trationsbereiches fiir das Dioxydiathylstilben eme lineare Be- 
zichung. Hs liegt daher nahe, die Konzentration der untersuchten 
Lésung x aus ihrem Extinktionswert E wie allgemein tblich mit 
Hilfe eines E,-Wertes, der einer bestimmten Stilbenkonzentration c 
zugeordnet ist, aus  =c E/E, zu errechnen. Aus Fig. 2 ergibt sich 
z. B. fiir c = 200 y/eem EH, = 0,36 als Mittel aus 150 Messungen. 





*) Anmerkung bei der Korrektur: Extrahiert man mit Essigester statt 
mit Methanol, so kann man stérende wasserlésliche Substanzen, z. B. Zucker 
durch Ausschiitteln der Essigesterlésung mit Wasser entfernen. Beim Ver- 
seifen firbt sich dann das Reaktionsgemisch nicht braun, und das Ausschiitteln 
der itherischen Stilbenlésung mit Phosphatpuffer ist iiberfliissig. 
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Wir kénnen es aber nicht empfehlen diesen E,-Wert, ohne geniigende 
eigene Erfahrungen gesammelt zu haben, zu ibernehmen. Besser 
ist es, immer Standardlésungen von Dioxydiathylstilben in 2 Kon- 
zentrationen mit zu priifen, von denen méglichst die eine etwas 
unter, die andere etwas iiber der Konzentration der zu priifenden 
Lésung liegt. Die Auswertung der Messungen erfolgt dann am 
einfachsten auf graphischem Wege. Man erhialt auf diese Weise 
Werte fiir das Dioxydiathylstilben, dessen Molkulargewicht 268 
betragt. Hat man einen Ester vom Molekulargewicht M gepriift, 
so ist der gefundene Konzentrationswert fir die Untersuchungs- 
lésung noch mit M/268 zu multiplizieren. 


Priifungsbeispiele 

Nach den im voranstehenden gegebenen Anweisungen werden 
bei uns Dioxydiathylstilben*) sowie das Dipropionat*) laufend. 
geprift. Wir fiihren in der vorstehenden Tabelle fiir diese Stoffe sowie 
fir einige weitere Ester des Dioxydiathylstilbens (darunter ein 
wasserléslicher) Prifungsbeispiele an, aus denen man erkennen 
kann, daB die stufenphotometrische Bestimmung von éstrogenen 
Stilbenen zufriedenstellende Ergebnisse liefert. Jedes der Prapa- 


rate ist 3mal gepriift worden. Aus den Einzelmessungen wurden 
Mittelwerte berechnet. 


Zusammenfassung 

Der hochwirksame kinstliche Brunststoff 4, 4’-Dioxy-a, B-di- 
athylstilben gibt in Boratpufferldsung vom p, =—12 mit Diazo- 
benzolsulfosféurereagens eine gelbrote Farbreaktion. Bei Ein- 
haltung bestimmter Versuchsbedingungen kann das Stilben mit 
Hilfe dieser Reaktion quantitativ und leicht auf + 10°/, genau 
bestimmt werden. Das Verfahren 1a8t sich auf die Ester (z. B. auf 
die 6lléslichen Essigsiure-, Propionséure-, Butterséureester u. a. 
sowie auf den wasserléslichen Benzoesulfosiureester ausdehnen, 
wenn man diese vor der Zugabe des Diazoreagenses verseift. Auch 
die wichtigsten Zubereitungen der dstrogenen Stilbene, d.h. dlige 
Lésungen und Mischungen (Tabletten) kénnen der stufenphoto- 
metrischen Bestimmung zugefiihrt werden, wenn man die Stilbene 
mit Hilfe von Methylalkohol extrahiert. Fir alle diese Falle sind 
genaue Arbeitsvorschriften und Priifungsbeispiele gegeben worden. 





*) Die Stoffe werden von der I.G. Farbenindustrie A.-G. (Leverkusen) 
unter der Bezeichnung ,,Cyren A‘‘ bzw. ,,Cyren B“ in den Handel gebracht. 
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Zur Chemotherapie der Eingeweidewtirmer 


Von 


Fritz Eichholtz, z. Z. Marine-Oberstabsarzt d. R. 


{Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1942) 


1. Allgemeines 


Unter den Parasiten des Menschen unterscheidet man 36 Arten 
von Nematoden oder Rundwiirmern, 23 Arten von Cestoden oder 
Bandwirmern, 24 Arten von Trematoden oder Saugwiirmern. Die 
meisten davon sind eigentlich in anderen Warmbliitern zu Hause 
und kommen nur als erratische Exemplare im Menschen vor. Ein 
weiterer Teil dieser Wiirmer hat auch nur beschrinkte 6rtliche 
Bedeutung, wie die Leberegelinfektion an den Gestaden des 
Kurischen Haffs. In der Praxis reduziert sich das Interesse auf 
3—4 Cestodenarten (Taenia solium, Taenia saginata, Dibothrio- 
cephalus latus und Taenia echinococcus), auf 6—7 Arten von 
Rundwirmern (Ascariden oder Spulwiirmer, Oxyuren oder Maden- 
wiurmer, Ancylostoma oder Hakenwiirmer, Trichuris oder Peitschen- 
wurmer, Trichinellen oder Trichinen, Strongyloides und wenige 
Arten von Microfilarien) und auf 3—4 Saugwiirmer [Clonorchis 
sinensis, Opisthorchis felineus, Fasciolopsis Buski und die Gruppe 
der Schistosomen (Bilharzienerkrankungen)|. Viele von diesen 
sind Kosmopoliten, die schon in friihester Zeit Gegenstand von 
Wurmkuren gewesen sind. 

Fragen wir nach dem Sitz dieser Parasiten im Menschen, 
so finden sich freilebend im Darmkanal: Ascariden und Oxyuren, 
auch die Trichinen in den ersten Tagen nach der Infektion; es 
finden sich angeheftet an die Darmwand: Bandwiirmer, Haken- 
wirmer und der Darmegel Fasciolopsis; ganz oder vollstandig in 
die Darmschleimhaut eingebettet sind: Peitschenwiirmer, Trichinen 
im 2. Stadium und die weitverbreiteten Strongyloides. In der Leber 
kommen allein 8 verschiedene Trematoden, darunter Clonorchis 
und Opisthorchis vor; in BlutgeféBen und Lymphbahnen werden 
Schistosomen und verschiedene Arten von Mikrofilarien gefunden; 
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im ganzen K6rper verbreitet sind auch bestimmte Bandwurm- 
finnen (Cysticercus cellulosae und Echinococcus) sowie die Muskel- 
trichinen. | 

Fir cen Erfolg einer Therapie kann auch die Kenntnis des 
Lebenscycius der Parasiten entscheidend sein. Es sei daran 
erinnert, dai die groBe Mehrzahl aller menschlichen Parasiten 
einen Teii ihrer Entwicklung auBerhalb des menschlichen Kérpers 
durchmacht. Derartige Wurmkrankheiten kénnen daher durch 
Bekampfung oder Ausschaltung der freilebenden Generationen oder 
durch Unschidlichmachung der Zwischenwirte aufgehalten werden. 
Andere Wurmarten dagegen, wie besonders die Oxyuren, bendtigen 
ein solches Zwischenstadium durchaus nicht, vielmehr kann der 
infizierte Mensch sich selber weiter infizieren, was die Therapie 
betrachtlich erschweren kann. Aus all dem aber wird deutlich, 
welche entscheidende Rolle den hygienischen MaBnahmen bei allen 
Wurminfektionen zukommt. 

Der Arzt hat ganz verschiedene Forderungenandas Wurm- 
mittel zu stellen. Bestimmte Darmhelminthen stellen ja nichts 
weiter dar als kleine Schénheitsfehler und lésen nur in seltenen 
Fallen Krankheitszeichen aus (Rinderbandwurm, Peitschenwurm). 
Sie bediirfen im allgemeinen iiberhaupt keiner Behandlung. Andere 
Kingeweidewiirmer werden in bestimmter Anzahl symptomlos ver- 
tragen; bei Hakenwiirmern z. B. gelten 50—500 Exemplare als | 
harmlos und es ist itberfliissig, bei geringerer Infektionsstirke den 
Patienten der Gefahr eines Wurmmittels auszusetzen. Sogar die 
Wiinsche des Patienten sind gelegentlich zu beriicksichtigen: so 
verlangt der Abessinier gar nicht, da8 der dort weitverbreitete 
Rinderbandwurm wirklich abgetrieben wird. Hingegen gilt es dort 
als unfein, wenn sich Bandwurmglieder in der Kleidung vorfinden. 
Man gibt dort Flores Koso in solcher Dosis, daB nur die Bandwurm- 
kette abreiBt, wihrend der Kopf sitzen bleibt, so da®B die Kur alle 
2—8 Monate wiederholt wird [Brumpt?)]. Einzelne Exemplare 
des in China weitverbreiteten Leberegels Clonorchis miissen als 
harmlos angesehen werden. Es bestehen hingegen in bestimmten 
Landern Einwanderungsverbote fiir Personen, bei denen Clonorchis- 
eier im Kot nachgewiesen werden, so daB aus diesem seltsamen 
Grunde groBes Interesse fiir Clonorchismittel vorhanden ist. Viele 
andere Wiirmer dagegen miissen aus arztlichen Grinden restlos 
ausgerottet werden. 

Bedingungen der Wirkung von Wurmmitteln: Je nach 
dem Sitz des Parasiten mu8 das Wurmmittel an eine andere Stelle 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 ‘ 
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des Kérpers wandern. Dieses chemische Zielen mite eigentlich ganz 
besonders schwierig sein, wenn die Parasiten auBerhalb des Darm- 
kanals in Geweben, GefaiBen, Ausfithrungsgingen leben. Obwohl 
im Vorliegenden diese Gewebsparasiten nicht behandelt werden, 
so sei doch darauf hingewiesen, da® auch das sichere Abtreiben 
der Eingeweidewiirmer bei keinem Wurmmittel ganz ohne Gefahr 
ist, und daB wir andererseits Gewebsparasiten kennen, so beim 
Menschen die Bilharziosis, beim Tier die Opisthorchiasis der Katze 
und die Dirofilarieninfektion des Hundes, deren Vernichtung z. B. 
mit Hilfe von Antimonpraparaten mit ebenso groBen Erfolgs- 
aussichten vor sich geht und mit keinen gréBeren Gefahren ver- 
knipft ist wie das Abtreiben bestimmter Eingeweidewiirmer. So 
erzielt man z. B. bei der Blasenbilharziosis mit Hilfe von Fuadin 
in 86°/, der Fille eine vollstaindige Heilung (Khalil). Fur die 
besten Hakenwurmmittel werden 92°/, angegeben. 

Was nun die Mittel gegen Eingeweidewiirmer angeht, die den 
eigentlichen Inhalt dieses Aufsatzes darstellen, so wird ein Wurm- 
mittel bald wie bei Ascaris, Cestoden, Ancylostoma, Fasciolopsis, 
Trichinella, Strongyoides allen im Dinndarm wirken miissen, in 
anderen Fallen wie beim Peitschenwurm auf die Gegend des Ileo- 
coecums, noch in weiteren Fallen wie z. B. bei Oxyuren auf die 
gesamte Linge des Darmkanals. Auch wird das Wurmmittel bei 
im Darmkanal freilebenden Wurmarten wie Ascariden und Oxyuren 
auf die gesamte Oberfliche der Wiirmer und bei Nahrungs- 
aufnahme auch auf den Darmkanal einwirken. Bei anderen Wurm- 
arten dagegen bleibt gerade der vitalste Teil des Tieres, namlich 
Kopf oder Darmkanal mehr oder weniger vom Gift verschont. So 
kann nach Wiegand der Bandwurm seinen Kopf so tief in die 
Schleimhautfalten vergraben, daB nur die Proglottiden vom Gift 
getroffen werden. Die Hakenwiirmer andererseits leben zwar im 
vergifteten Milieu, ernahren sich aber mit giftfreiem Blut. Auch die 
besondere Empfindlichkeit der einzelnen Parasitenarten gegen 
bestimmte Gifte ware noch in Rechnung zu stellen, und aus solchen 
Ausfiihrungen wird verstindlich, daB bei den meisten Wurmmitteln 
spezifische Wirkungen nur gegen bestimmte Parasiten beobachtet 
werden, wahrend andere, auch nahe verwandte Arten iiberhaupt 
nicht betroffen werden. 

Aber auch die feinere Anatomie des Darmes scheint auf 
den ersten Blick die Aufgabe der Wurmabtreibung sehr zu er- 
schweren und es scheint fast unmdglich, ,,den vielgewundenen 
Schlauch mit den zahllosen Falten, Zotten und Nischen von ein- 
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gedrungenem, giftigem Staub oder gar von Myriaden mikro- 
skopischer Lebewesen zu siubern‘‘. Der tiefe und einseitige Ein- 
druck anatomischer Bilder hat ganze Arztegenerationen der medi- 
kamentésen Therapie entfremdet. 

So scheint die Forderung, alle Darmparasiten mit einem 
Schlage herauszubeférdern, fast utopisch zu sein. Es zeigt sich 
aber, daB diese anatomisch und zoologisch so auffalligen Neben- 
umstande bei der Chemotherapie nicht iiberbewertet werden diirfen, 
wozu leider viele Biologen zu neigen scheinen; denn wir kennen 
heute etliche Wurmmittel, die es uns gestatten, die ganze Reihe der 
Darmhelminthen aus dem Darm der Katze herauszubeférdern. 

Auch der Chemiker sollte sich durch solche, an sich richtige 
Erwagungen nicht entmutigen lassen. Fir ihn geniigt es, wenn ‘er 
sich im Besitz eines verlaBlichen Testverfahrens weiB, das ihm 
den therapeutischen Quotienten des chemischen Stoffes und damit 
reproduzierbare Zahlen liefert. Wenn diese Vorbedingung erfiillt 
ist, so kann er nach unseren Erfahrungen mit der gleichen Hoff- 
nungsfreudigkeit an die Aufgabe herangehen, einen Gewebspara- 
siten zu vernichten oder einen im Darmkanal freilebenden Para- 
siten; wobei die letztere Aufgabe, obwohl solche Wiirmer dem 
chemischen Zugriff eigentlich leichter unterliegen sollten, leider 
ebenfalls ungeheuer schwierig ist. Sonst hatte uns die heutige 
Chemie ja langst moderne Wurmmittel geschenkt, die z. B. bei 
Ascarideninfektion an Stelle von Santonin und Oleum Chenopodii, 
bei der Bandwurminfektion an Stelle von Filix oder von sonstigen 
jahrtausendealten Medikamenten treten kénnten, auf die wir, trotz 
ihrer gelegentlichen schweren Nebenwirkungen, immer noch an- 
gewiesen sind. | 


2. Pharmakologisches 


Bei der pharmakologischen Priifung von Wurmmitteln muf 
man folgende zwei Fille scharf auseinanderhalten, namlich die 
Isolierung wirksamer Prinzipien aus bekannten Wurmmitteln und 
andererseits die Priifung neuer chemischer Stoffe als Wurmmittel. 

Im ersteren Fall ist es durchaus angebracht, als Testobjekt 
zanichst isolierte Darmwiirmer (Schweineascariden, Katzencesto- 
den u.a.) oder auch Regenwiirmer, Strudelwirmer, ja selbst Gold- 
fische zu benutzen, sofern sich gezeigt hat, daB die Ausgangsdroge 
sich als Wurmmittel beim Menschen oder beim Tier bewahrt hat 
und andererseits auf solche isolierten Wiirmer einwirkt. Mit Hilfe 
solcher einfachen Testobjekte wird es méglich sein, z. B. aus dem 
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Thymian das Thymol als wirksames Wurmmittel zu isolieren, aus 
dem Chenopodium anthelminthicum das Oleum Chenopodii und 
aus diesen wiederum das Ascaridol. 

Beim Farnkraut indessen kommen schon weitere erschwerende 
Faktoren ins Spiel. Neben leicht léslichen Phloroglucinderivaten 
wie Aspidinol und Filixsiure enthalt dieses nimlich schwer lésliche 
Produkte wie Filmaron. Die leicht léslichen Stoffe werden im 
Reagenzglas stark wirksam sein, die schwer léslichen wenig wirk- 
sam, und die Wurmwirkung im ganzen Tier ist umgekehrt. Hier 
sind namlich die leicht léslichen schlecht wirksam, und das Schwer- 
gewicht liegt bei den wenig léslichen. Doch kann man unter Be- 
riicksichtigung dieser Besonderheiten mit Hilfe eines einfachen 
Wurmtestes noch zu durchaus richtigen Ergebnissen kommen. 

Bei der chemischen Aufarbeitung einer anerkannten wurm- 
wirksamen Droge und bei Testierung am Wurm ist grundsiatzlich 
noch das folgende zu beriicksichtigen. Die Wiirmer pflegen im 
Reagenzglas auf sehr viele, beinahe uniibersehbar viele verschiedene 
chemische Stoffe zu reagieren. Solche Wurmgifte sollte. man 
deutlich von den Wurmmitteln trennen. Die meisten Alkaloide 
sind auch Wurmgifte. Es seien erwaihnt Morphium, Aconitin, 
Chinin, Veratrin, Nicotin, Coniin u.a., von denen andererseits 
bekannt ist, daB sie als Wurmmittel ginzlich wirkungslos sind. 
Auch kénnen bei der chemischen Aufarbeitung in bestimmten 
Fraktionen die Tannine angereichert werden, was besonders bei 
der Aufarbeitung von Farnkraut und von Granatrinde befiirchtet 
werden mu. Tannine aber sind im Reagenzglas starke Wurm- 
gifte und als Wurmmittel véllig wirkungslos. Es wire sogar még- 
lich, da8 bei der Aufarbeitung gréBere Mengen von anorganischen 
Stoffen wie Kochsalz u.a. anfallen, und diese sind ebenfalls im 
Reagenzglas Wurmgifte, dagegen keine Wurmmittel. So wird man 
nur bei Beriicksichtigung all dieser Schwierigkeiten und bei genauer 
chemischer Kenntnis der anfallenden Nebenprodukte und ihrer 
Wirkung auf die Wirmer gelegentlich auch wirklich die wurm- 
wirksame Substanz herausfinden. Vollig sicher ist man aber auch 
unter solehen Umstanden noch nicht. Da nimlich die meisten 
Wurmmittel schwer léslich sind, so wird ihre Wirkung sowohl im 
Reagenzglas wie ebenso sehr im Darmkanal des wurmkranken 
Tieres vom Zerteilungsgrad abhingen, und dieser wire auch bei der 
Aufarbeitung von Drogen zu beriicksichtigen. Man kann im ein- 
fachen Wurmtest durch Erhéhung der Dispersitaét des Wurmmittels 
um 1000°/, verschiedene Werte erhalten, und im infizierten Tier 
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bei Untersuchung von grob- und feindispersen Modifikationen des 
gleichen Wurmmittels Verschiedenheiten von 400—800°/,. Viele 
Angaben in der Literatur sind tiberhaupt nur erklarlich dadurch, 


daB diese einfache Tatsache bisher iiberhaupt nicht beriicksichtigt 
worden ist. 


Die Vorbedingung bei jeder Priifung aller Wurmmittel, sei es 
im Reagenzglasversuch oder im chemotherapeutischen Verfahren, 
ist demnach die Sorge um den optimalen Dispersionsgrad des 
Wurmmittels. Gelegentlich wie bei wasserléslichen Stoffen oder 
bei solchen, die in Galle und Darmsaften emulgiert oder gelést 
werden, wiire diese Sorge vielleicht wberfliissig. Fir gewohnlich 
steht sie im Anfang jeder derartigen pharmakologischen Unter- 
suchung. Um diesen Dispersionsgrad herzustellen, bedarf es des 
Dispersionsmittels. Dabei kommen in erster Linie Stoffe in Be- 
tracht, die eine ,,Ol- und Wasser‘‘emulsion erméglichen. An erster 
Stelle stehen hier Schleimstoffe, Gelatine, Stearate u.a. 
Nun ist nicht jedes Dispersionsmittel brauchbar, da es in chemische 
Bindung mit dem Wurmmittel treten kann. Wir beobachteten 
Z. B. bei Phenol- und Resorcinabkémmlingen starke Abschwichung 
durch Traganthschleim und als extremen Fall sogar die vdllige 
Aufhebung der Alkylphenolwirkung, auch z. B. der starken lokalen 
Reizwirkung, bei Zusatz von Tylose als Dispersionsmittel. Hierbei 
findet gleichzeitig eine vollige Entgiftung statt, die sich im Bedarfs- 
fall auch therapeutisch verwenden lieBe. Uber andere Dispersions- 
mittel haben wir noch keine geniigende Erfahrung. 

Fiir Spezialfragen behalt der einfache Wurmtest auch weiter- 
hin seinen Wert. Haben wir z. B. ein wirksames Wurmmittel vor 
uns und wollen seine chemischen Reaktionen studieren — die 
Wirkung pharmazeutischer Zusitze, seme Umsetzungen mit Be- 
standteilen der Nahrung und mit Verdauungssekreten — so ist es 
durchaus unnoétig, wenn man gleich den kostbaren und zeitrauben- 
den Versuch am infizierten Tier machen wiirde. Der einfache 
Wurmtest sagt fast immer eindeutig, ob z. B. ein Phenol- oder 
Resoreinderivat durch Schleimstoffe, Starke, Gelatine, Glyce- 
rin u.a. oder durch HiweiSkérper, Kohlenhydrate, Fette, Gallen- 
siuren u. a. unwirksam gemacht wird oder nicht, sofern man nam- 
lich darauf achtet, daB das Wurmmittel im gleichen oder ahnlichen 
Dispersionszustand angewandt wird. Ja, durch das Unterlassen 
solcher Kontrollversuche am einfachen Objekt kénnen, wie eine 
langjahrige Erfahrung gezeigt hat, schwerwiegende Irrtiimer in der 
Beurteilung eines Wurmmittels entstehen, das allein am infizierten 
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Tier, d.h. mit erheblicher Fehlerbreite, untersucht wurde und viel 


kostbare chemische Arbeit kann auf diese Weise nutzlos vertan © 


werden und ich mu8 mich auch — nachdem ich gréBere Er- 
fahrungen gesammelt habe, in dieser Hinsicht bei einigen chemi- 
schen Freunden ausdriicklich entschuldigen. 

Wenden wir uns nun dem zweiten Fall zu, namlich der Prifung 
neuer chemischer Stoffe als Wurmmittel, so scheint es zwar nicht 
ausgeschlossen, daB man im Reagenzglasversuch auf eine Substanz 
st6Bt, die die Wiirmer auch aus dem Darmkanal heraustreibt, und 
viele Forscher halten es fir richtig, einen solchen Vorversuch zu 
machen. Als Beispiel sei das Hexylresorcin erwahnt, dessen ein- 
gehende Untersuchung am infizierten Tier und beim Menschen erst 
in Gang gesetzt wurde, nachdem diese Substanz sich an isolierten 
Aseariden als besonders wirksam erwiesen hatte. Wie gefahrlich 
indessen eine solche SchluBfolgerung ist, und wie sehr der Chemiker 
mit solchen Priifungsmethoden gelegentlich um die Friichte seiner 
Arbeit gebracht wird, laBt sich gerade am Beispiel des Hexy]- 
resorcins demonstrieren. Nach den Arbeiten von Lansom?) findet 
man an isolierten Ascariden bei den verschiedenen in 4-Stellung 
all-ylierten Resorcinderivaten das Optimum der Wirkung bei den 
Alkylen mit 5, 6 und 7 Kohlenstoffatomen. Dariber hinaus 1aBt 
im Reagenzglas die Wirkung wieder nach, und Stoffe mit Alkyl- 
resten mit 10—18 Kohlenstoffatomen kénnen stundenlang auf die 
Ascariden einwirken, und zwar ohne sichtbare Wirkung. Die 
naichste I*olge dieses Vorversuchs war, daf man die héheren Homo- 
logen am iifizierten Tier iberhaupt nicht untersuchte. Im Experi- 
ment am infizierten Tier dagegen hat sich herausgestellt, daB das 
Optimum durchaus nicht beim Hexylresorcin liegt. 

Schon im Jahre 1927 hatte Professor Hérlein die verschieden- 
sten hdheren Homologen des Hexylresorcins darstellen lassen, die 
ich in meiner Elberfelder Zeit zunachst als Urindesinfektionsmittel, 
dann als Wurmmittel priifte. Unter ihnen zeichnete sich das 
Praparat E1750 an der mit Ascariden infizierten Katze durch 
besonders starke Wirkung aus. Der Stoff wurde dann von 
Zschucke auf Fernando Poo gepriift, erwies sich als stark wirksam 
gegen Ascariden und Hakenwiirmer, war aber gegen Bandwiirmer 
ungeniigend wirksam. Die chemische Konstitution dieses Stoffes 
ist bisher nicht veréffentlicht worden. Es handelt sich um das 
Tridecylresorcin. Wegen technischer Schwierigkeiten bei der 
Herstellung und Verpackung und wegen seiner Reizwirkung auf 
die Mundschleimhaut hat es bisher eine praktische Bedeutung nicht 

















Fritz Eichholtz, Zur Chemotherapie der Eingeweidewiirmer 103 


erlangt. Der Stoff ist aber von grundsatzlicher Wichtigkeit, da er 
den Beweis liefert, daB der Reagenzglasversuch als Methede zur 
Priifung neuer chemischer Stoffe auf Wurmwirksamkeit: ganzlich 
ungeeignet ist. Das Tridecylresorcin, das im Reagenzglasversuch 
praktisch unwirksam ist, wie alle hGheren Homologen, ist am wurm- 
infizierten Tier ein sehr starkes Mittel und besitzt eine wesentlich 
gréBere therapeutische Breite als Hexylresorcin, das auBerhalb des 
Tierkérpers das starkste Glied dieser Reihe ist. Das ergibt sich aus 
dem folgenden Vergleich (Tabelle). Die experimentellen Er- 
fahrungen, die im vorhergehenden dargestellt worden sind, ver- 
danke ich zum Teil meinem Mitarbeiter, Dozent Dr. Erhardt®). 



































Taenien- | Ascariden- Ankylostoma- 

infektion infektion Fi infektion oe 

Wurm mittel Wirk-|Therapeu- Wirk-|Therapeu-}] Wirk- |Therapeu- 
Same | tische | same tische same tische 
Dosis| Breite | Dosis} Breite Dosis Breite 

Hexylresorein. . . | 0,1 | 1:1—1:3 | 0,025 |1:4—1:12] 0,1—0,2 | 1:1—1:3 

Tridecylresorcin . | 0,05 | 1:24 0,2 (1:12 0,4 1:6 
Zusammenfassung 


Tridecylresorcin, das im Reagenzglasversuch gegen Wiirmer 
weitgehend unwirksam ist, besitzt am wurminfizierten Tier und 
ebenso am Menschen eine beachtenswerte wurmwidrige Wirkung. 
Hexylresorcin, das im Reagenzglasversuch das starkste Mittel 
dieser Reihe ist, zeigt sich ihm im Tierversuch in Hinblick auf 
therapeutische Breite unterlegen, teilweise auch in Hinsicht auf 
Wirksamkeit. Es ist nicht angebracht, Wurmmittel, die im Reagenz- 
glasversuch schwach wirksam oder gar unwirksam sind, aus diesem 
Grunde von der chemotherapeutischen Priifung auszuschlieBen. 
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Zur Chemie des Wirkungsprinzips der Schilddrise 
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(Aus dem Forschungslaboratorium der I.G. Farbenindustrie A.-G. Werk Hochst) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Die Schilddriise und ihre Wirkstoffe fanden bei Medizinern und 
Chemikern schon friihzeitig eine besondere Beachtung. Dies mag 
zum Teil daher kommen, da8 Schilddriisenerkrankungen haufiger 
vorkommen und sinnfalliger in Erscheinung treten als Ent- 
artungen anderer innersekretorischer Driisen. Bereits Mitte des 
vorigen Jahrhunderts wurden Studien an thyreoidektomierten 
Hunden ausgefiihrt. Aber erst die von Baumann im Jahre 1895 
gemachte Feststellung, da8 die Schilddriise Jod in organischer 
Bindung enthalt, gab der Forschungsrichtung einen neuen Impuls. 
Man erkannte die Beziehung des jodhaltigen SchilddriiseneiweiBes 
(Thyreoglobulin) zu seiner physiologischen Wirkung und versuchte 
nun die Frage nach der chemischen Beschaffenheit des oder der 
Wirkstoffe zu klaren. 

Im Jahre 1914 gelang Kendall in Amerika durch alkalische 
Aufspaltung der Schilddriisensubstanz die Isolierung emer hoch- 
wirksamen, 65°/, Jod enthaltenden krystallisierten Siure, fiir welche 
er den Namen Thyroxin pragte, ohne allerdings fiir seine Substanz 
die richtige chemische Formel zu finden. Erst C. R. Harington 
in England, der bei dem Abbau der Schilddriisensubstanz auf Grund 


einer verbesserten Methode neben Thyroxin auch Dijodtyro- 
sin (I) erhielt 
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konnte auf Grund seiner klassischen Untersuchungen, die schlieBlich 
in eine Synthese des Thyroxin miindeten, den wahren konstitutio- 
nellen Zusammenhang aufkliren. Bekanntlich kommt dem Thy- 
roxin hiernach die Formel eines jodierten Oxy-diphenylithers in 
Verbindung mit einem fiir die EiweiBbausteine typischen «-Amino- 
fettsdurerest zu (II). Hiermit schien das gesteckte Ziel erreicht. 
Die Forderung, die man auf Grund friiherer Erfahrungen an die 
chemische Molekel eines Hormons zu stellen berechtigt war, schien 
erfiillt. Der Wirkstoff war auf die formelmaf8ig denkbar kleinste 
Molekilgré8e reduziert unter Ansteigen seiner Wirkungsintensitiat 
gegentiber der des Thyreoglobulin um ein Vielfaches, wobei an- 
zunehmen war, da8 die Substanz peptidartig in eine EiweiBmolekel 
eingebaut ist. 

Zwangslaufig tauchte jetzt die Frage nach dem Chemismus der 
Thyroxinbildung in der Schilddriise auf. Zwei Wege kommen hier- 
fir in Betracht, je nachdem man das Desjodothyroxin (Thyro- 
nin ITT) oder Tyrosin als Baumaterial annehmen will. Im ersten 
Fall ist es schwer zu verstehen, wie sich die Jodierung des die Seiten- 
kette tragenden aromatiscuen Kernes vollziehen soll, da sich 
Phenolather hierbei anders verha!ten als freie Phenole, ganz ab- 
gesehen davon, daB das Desjodothyroxin durch EiweiBabbau bisher 
nicht erhalten wurde. Bei der zweiten Vorstellung ist man zu der 
Annahme einer Verschmelzung zweier Molekiile des durch Jodie- 
rung von Tyrosin entstandenen Dijodtyrosin unter Abspaltung 
emer Seitenkette gezwungen, eines zweifellos ungew6hnlichen Vor- 
gangs. Man muBte sich also zunichst mit dem Ausweg begniigen, 
daB die lebende Zelle vielleicht in der Lage sei, die im Reagenzglas 
unméglich scheinenden Reaktionsfolgen vermittelst ihres Ferment- 
reichtums auf irgendeine Weise zweckentsprechend durchzufihren. 
Das Problem wurde dadurch noch verwickelter, da8 in der folgen- 
den Zeit auf Grund entdeckter Wirkungsunterschiede zwischen 
Thyroxin und Schilddriisenextrakten Zweifel an der Hormonnatur 
dieser Aminosaure auftauchten. Man schluBfolgerte mit Recht, daB 
das Thyroxin nicht in freier Form, sondern erst eingebaut in héher- 
molekulare Kiwei8bausteine die Gesamtheit der Hormonwirkungen 
entfalte. Es war also begreiflich, daB man neben der gekennzeich- 
neten Arbeitsrichtung wieder den friher beschrittenen Weg zur 
Herstellung méglichst nativer Extrakte der Schilddriisenwirkstoffe 
weiter verfolgte, zumal man immer mehr erkannte, da8 weniger das 
niedermolekulare Thyroxin als vielmehr reine Schilddrisenextrakte 
die fiir die Therapie geeignetste Form darstellen. 
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Daneben wurde aber auch eine andere, schon friher auf- 
gegriffene Problemstellung wieder herangezogen: die kinstliche 
Jodierung von Hiwei8 und anschlieBende hydrolytische 
Spaltung der erhaltenen Jodproteine, wodurch man sich 
gewisse Aufschliisse itber den in der lebenden Zelle ablaufenden 
Jodierungsmechanismus erhoffte. Die hierauf zielenden Arbeiten 
nehmen in der einschligigen Literatur einen breiten Raum ein. Man 
prifte die gewonnenen Jodproteine auf ihren Wirkungswert und 
konnte mit ihnen, besonders nach erfolgter Hydrolyse, eine typische 
Schilddriisenwirkung nachweisen. Als einzige wohldefinierte Sub- 
stanz war unter den Spaltprodukten nur das bekannte d,1-Dijod- 
tyrosin festzustellen. 

An der Aufklarung dieser Verhaltnisse hat sich unser Hoéchster 
biochemisches Forschungslaboratorium seit vielen Jahren be- 
teiligt. Zuniachst kam es uns darauf an, den Wirkungswert der 
Jodproteine bzw. ihrer Abbauprodukte soweit wie méglich zu 
steigern. Hierfiir erwiesen sich die bekannten Jodierungsmab- 
nahmen als ungeeignet. Im Jahre 1986 konnten wir dann Be- 
dingungen auffinden, die uns einen groBen Schritt vorwarts 
brachten. Auf Grund einer bestimmten Jodierungsmethodik unter 
méglichst physiologischen Verhaltnissen, naémlich bei 37° und 
einem p,, von 7—9, wobei das Jod immer in kleinen Anteilen zu 
dem Ansatz gegeben wurde, und unter Verwendung verschiedener 
Proteine (Casein, Serum, Seidenfibroin, Edestin u. a.) entstanden 
JodeiweiBverbindungen, die sich fiir unsere Zwecke als durchaus 
brauchbar erwiesen. Um das erwahnte p,, aufrecht zu erhalten, 
bediente man sich eines Uberschusses an Bicarbonat. Auf diese 
Weise wurde maximal die Halfte des Gewichts vom angewandten 
Casein an Jod verbraucht, wihrend das erhaltene JodeiweiB® einen 
Jodgehalt von nur 8,5°/, zeigte. Der gréBte Teil des Jods war somit 
nicht in das EiweiBmolekiil eingetreten. Dieses Verhaltnis gestaltete 
sich aber wesentlich giinstiger, wenn man die angewandte Menge 
Jod stark erniedrigte. Wichtiger aber war die Tatsache, da8 sich 
das durch Sattigung erhaltene Jodeiwei8 am Tier als fast unwirk- 
sam erwies, wahrend die durch Halbsattigung erzielten Jodcaseine 
eine starke biologische Wirkung erkennen lieBen, nimlich 1/5—1/, 
des als Standardprifpriparat benutzten ,,Elityran‘. 

Die weitere Frage war nun, ob es méglich ist, aus diesem, unter 
schonendsten Bedingungen erhaltenen Material durch alkalische 
Hydrolyse Thyroxin zu erhalten. In der Tat wurde jetzt zum 
erstenmal aus kiinstlich jodiertem unspezifischem Eiwei8 eine 
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krystalline Substanz isoliert, die sich in ihren chemischen, physi- 
kalischen und biologischen Eigenschaften als identisch mit dem 
aus Schilddriisensubstanz bzw. durch chemische Synthese er- 
haltenen d,l-Thyroxin erwies!). DaB sich aus diesem Reaktions- 
gemisch auBer Thyroxin noch Dijodtyrosin herausschalen lieB, ist 
nicht verwunderlich. Dagegen ist es nicht uninteressant, daB wir 
noch eine dritte wohldefinierte Substanz fassen konnten. Sie wurde 
in den Mutterlaugen des séureléslichen Anteils der Hydrolysate 
aufgefunden und durch chromatographische Adsorption gereinigt. 
Dieser K6rper erwies sich als das bisher unbekannte Monojod- 
tyrosin, welches sich vom Dijodtyrosin durch seine gréBere Lés- 
lichkeit in Wasser und Methyl- und Athylalkohol und Nichtfallbar- 
keit mit Phosphorwolframséure aus 2n-Schwefelsiure unter- 
scheidet. Auch die Auffindung des Monojodtyrosin deutet auf das 
Tyrosin als Grundstein hin, das tiber Monojod- zum Dijodtyrosin 
und weiter wahrscheinlich zum Thyroxin umgewandelt wird. Soviel 
stand jedenfalls auf Grund des geschilderten Experimentes fest: 
Die bisherige Annahme, da8 die Bildung von Thyroxin ausschlieB- 
lich an die lebende Zelle und somit an einen fermentativ eingestellten 
Ablauf der Vorginge gebunden ist, lieB sich nicht mehr aufrecht 
erhalten, wenngleich hiermit keineswegs der eigenartige Aufbau 
dieser Substanz, sei es in der Driise, sei es bei der kiimstlichen 
Jodierungsmafnahme, eine Klérung gefunden hatte. Aber die 
Teilfrage, ob das Dijodtyrosin als Vorstufe zur Thyroxinbildung zu 
betrachten ist, erschien jetzt in einem anderen Lichte, zumal uns 
aufgefallen war, daB Dijodtyrosin, in natronalkalischer 
Lésung mehrere Tage bei 37° belassen, eine typische 
Schilddriisenwirkung zeigt. Wie war dieser Vorgang zu 
deuten ? 

Da sich das Experiment mit gleichem Erfolg wiederholen lie, 
wurden die Bedingungen zur Erzielung einer optimalen Wirksam- 
keit festgelegt. Durch Saurefaillung konnte aus der Reaktionslésung 
eine amorphe, braune Masse abgeschieden werden, welcher Butyl- 
alkohol in natronalkalischer Lésung eine geringe Menge einer Amino- 
siure entzog. Diese Siure erwies sich als Thyroxin?). Wenn auch 
die Ausbeute trotz vielfacher Abanderung der Versuchsverhaltnisse 
gering blieb (aus 20 g Dijodtyrosin 20—40 mg Thyroxin), so ist doch 
an der Tatsache einer Umwandlung von Dijodtyrosin in Thyroxin 





1) Diese Z. 258, 195 (1939). 
*) Diese Z. 261, 253 (1939). 
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im Reagenzglas nicht mehr zu zweifeln. Im Endeffekt handelt 
es sich hierbei also um eine Verschmelzung zwerer Mole- 
kiile Dijodtyrosin unter Abspaltung eines Alaninrestes. 
Dieser ohne fermentative Mitwirkung sich vollziehende Reaktions- 
prozeB gewinnt auch noch durch die Feststellung an Bedeutung, 
daB von uns hergestellte Jodproteine von geringerem Wirkungs- 
wert beim Aufbewahren ihrer bicarbonatalkalischen Lésungen bei 
87° eine deutliche Erhéhung ihrer Wirksamkeit zeigen. Alle diese 
Befunde lassen darauf schlieBen, daB die Schilddriise wohl den 
gleichen oder einen aéhnlichen Weg bei der Biosynthese des Thyro- 
xinbausteines geht, wobei die Annahme nicht befremden kann, 
daB die fermentativ verlaufenden Zellvorginge den im Labora- 
torium nachgewiesenen Kondensationsvorgang zu erleichtern ver- 
mégen. DaB bei der Verschmelzung der beiden Dijodtyrosinmole- 
kiile oxydative Einfliisse eine Rolle spielen, ist wahrscheinlich. Be- 
merkenswert hierfiir ist, daB die geschilderte Umwandlung mit 
einer Abspaltung von Jod verkniipft ist, welches bei der Konden- 
sation zweifellos in den Reaktionsmechanismus eingreift. 

Das oben erwihnte Monojodtyrosin schlie8t sich in seinem 
Wirkungscharakter dem Dijodtyrosin an. Bekanntlich steht man 
heute auf dem Standpunkt, da8 das Dijodtyrosin einen dimpfenden 
Einflu8 auf die Thyroxinwirkung auszuiiben vermag. Die gleiche 
antagonistische Einstellung zeigt nach unseren noch nicht ver- 
6ffentlichten Versuchen das Monojodtyrosin. Ob und wie sich 
der Organismus aller dieser Substanzen als RegulierungsmaBnahme 
zum Anfachen bzw. Eindimmen der Stoffwechselvorginge in der 
Schilddriise bedient, ist eine Frage, zu deren Klarung noch weitere 
Erfahrungen gesammelt werden miissen. 


Wir beabsichtigen, die Arbeitsrichtung nach verschiedenen 
Seiten weiter zu verfolgen. 
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Uber die Zusammensetzung des Eriodictyolglykosides 


Von 


A. Mager 





(Aus dem Pharmazeutisch-wissenschaftlichen Laboratorium 
der I. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Hochst) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Schon bald nach der Einfiihrung der chemisch reinen, kry- 
stallisierten Ascorbinsdéure in die Therapie ist vor allem von den 
ungarischen Forschern v. Szent-Gyérgyi, Ruszny4k und Mit- 
arbeitern die Beobachtung gemacht worden, da8 C-vitaminrciche 
Paprikapraparate ebenso wie roher Zitronensaft bei der hamor- 
rhagischen Diathese eine weit bessere Wirkung entfalten, als das 
reine und krystallisierte Vitamin C. Die Uberlegenheit dieser aus 
Naturprodukten gewonnenen Vitaminpraparate wurde von den 
genannten Autoren dahingehend gedeutet, daB dem C-Vitamin 
selbst eine nur bedingte blutungsverhindernde Wirkung zukomme 
und so fiir den giinstigen Heileffekt der natiirlichen Priparate ein 
weiterer noch unbekannter Stoff verantwortlich zu machen sei. 

Bereits kurze Zeit spiter gelang es v. Szent-Gy6rgyi und 
Mitarbeitern!), diesen unentbehrlichen Wirkstoff aus Zitronensaft, 
aus Paprikafriichten und ebenfalls aus Schalen von Citrusfriichten 
anzureichern und in krystallisierter Form zu gewinnen. Dieses 
Krystallisat erwies sich jedoch, wie spater gezeigt wurde, nicht als 
eine einheitliche Substanz, sondern als ein Mischkrystallisat, be- 
stehend aus zwei Flavanonglykosiden. Wegen seiner Herkunft und 
seiner blaBgelben Farbe wurde es als Citrin bezeichnet. 

Auf Grund seiner tierexperimentellen Untersuchungen war 
v. Szent-Gyérgyi zu der Auffassung gelangt, daB zur Erzeugung 
des Skorbuts der Mangel nicht eines einzelnen Vitamins (l-Ascorbin- 
siiure), sondern zweier Faktoren notwendig sei”). Diese Hypothese 
schien zunichst dadurch gestiitzt, daB Meerschweinchen, welche bei 
skorbuterzeugender Didt gehalten eine Citrinzulage erhielten, 
linger lebten als diejenigen Tiere, denen beide Faktoren in der 
Nahrung fehlten. Auch konnten bei skorbutkranken Tieren die 
Hamorrhagien und die Abmagerungen nicht durch Vitamin C 
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allein, sondern nur durch kombinierte Gaben von 1-Ascorbinsaure 
und Citrin beseitigt werden. Diese vorliufigen Versuchsergebnisse 
schienen die Vitaminnatur des Citrins zu bestatigen, so daB von den 
genannten Forschern auch der Name Vitamin P (Permeabilitats- 
vitamin) fiir diesen Wirkstoff in Vorschlag gebracht wurde. Die 
tierexperimentellen Befunde wurden aber von anderen Autoren, 
Zilva®), Moll‘) und Lotze') nicht bestatigt, weshalb die Vitamin- 
natur des Citrins bisher nicht als eindeutig erwiesen angesehen 
werden konnte. Andererseits ist darauf hinzuweisen, dai es 
Ruszny 4k und Benk6) in Abinderung ihrer Versuche gelang, den 
Vitamincharakter der Flavanonglykoside im Tierversuch erneut zu 
beweisen. 

Inzwischen sind so zahlreiche Beobachtungen iiber klinische 
Heilerfolge durch das Citrin gemacht worden, da8 man es zur Be- 
handlung von verschiedenen Blutungszustaénden kaum noch ent- 
behren méchte. Man erkennt diesem Stoff heute eine ganz be- 
stimmte physiologische Wirkung zu. Er scheint als eine Art Akti- 
vator des C-Vitamins fiir’den normalen Funktionszustand der klein- 
sten Gefai8e beim Menschen unentbehrlich zu sein, indem er die 
normale Dichte der Capillarwinde zu gewahrleisten imstande ist. 
v. Szent-Gyérgyi, Rusznyak und Mitarbeiter’) stellten durch 
genaue Messungen fest, daB sowohl die Permeabilitaét der Capillaren 
als auch deren Resistenz bei der vaskuliren Purpura pathologisch 
verindert ist. Durch eine tigliche intravenése Verabreichung von 
etwa 30 mg Citrin gelang es ihnen, innerhalb von 10—20 Tagen die 
Capillarresistenz und Capillarpermeabilitét zur Norm zuriick- 
zufiihren und die Krankheit volistaéndig zur Ausheilung zu bringen. 
AuBer bei der vaskulairen Purpura, welche das Hauptindikations- 
gebiet des Citrins darstellt, wurden bisher bei allen Erkrankungen, 
die mit einer verminderten Capillarresistenz und einer erhéhten 
Capillarpermeabilitaét einhergehen, wie z. B. bei Pleuritis, Peritonitis, 
KEndokarditis, Nephritis, Polyarthritis, ELmpyemen und Myxédemen 
gute Erfolge erzielt. Auch bei Rheumaerkrankungen sind neuer- 
dings erfolgversprechende Citrinbehandlungen durchgefihrt wor- 
den’). Hier spielen ebenfalls Durchblutungsstérungen, deren Ur- 
sache wiederum in einer wiederholt nachgewiesenen verminderten 
Capillarresistenz zu suchen ist, eine besondere Rolle. 

Als jiingstes Forschungsresultat auf dem Citringebiet kann wohl 
die erfolgreiche Verwendung des Citrins bei der Behandlung von 
Kkzemen bezeichnet werden. Von der Annahme ausgehend, daB fiir 
das Zustandekommen des Ekzems Permeabilitatsverinderungen 
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der Zellmembranen von EinfluB sein kénnen, gelang es Schaber®) 
in zahlreichen Fallen von akutem und chronischem Ekzem durch 
Citrinbehandlung ausgezeichnete Erfolge zu erzielen. Insbesondere 
gingen Juckreiz, Rétung und Schwellung schlagartig zuriick. 

Das Citrin ist von v. Szent-Gyérgyi und Bruckner?®) 
naher untersucht und, wie bereits erwihnt, als ein isomorphes Ge- 
misch zweier Flavanonglykoside erkannt worden. Sie zeigten, daB 
dieses aus dem schwerlislichen Hesperidin, einem Hesperitin- 
Rutinosid (Hesperitin-[]-rhamnosido-d-glucose]) und einem leicht- 
léslichen Glykosid des Eriodictyols besteht. Bei dem letzteren, 
welches bisher noch nicht in krystallisierter Form erhalten worden 
war, soll es sich ebenfalls um ein Rutinosid handeln!"). Beide 
Glykoside waren somit sehr nahe verwandt und nur durch den 
Mehr- bzw. Mindergehalt einer Methylgruppe voneinander ver- 
schieden. Das Eriodictyolglykosid wiirde demnach ein entmethy- 
liertes Hesperidin darstellen, welches durch Demethylierung 
sekundiér aus diesem entstanden sein kénnte. Experimentelle Be- 
weise, da8 hier wirklich ein Rutinosid vorliegt, sind jedoch bisher 
nicht erbracht worden!2), da es bisher noch nicht gelang, das reine 
krystallisierte Glykosid des Eriodictyols aus dem Citrin zu isolieren. 
Schon wegen der verhaltnismaBig guten Léslichkeit dieser Substanz 
ist hier, im Gegensatz zum Hesperidin, eine viel geringere Kry- 
stallisationstendenz vorhanden. Andererseits kénnen gewisse bisher 
schwer zu beseitigende Begleitstoffe in der Wirkungsart von 
Lésungsvermittlern die Krystallisation sehr stark verzégern. 

Mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsmethode gelingt 
es nun, eine weitere Anreicherung und gleichzeitig starke Reinigung 
des Glykosids zu erzielen!’). Es zeigte sich, daB das Glykosid 
besonders fest an Adsorbentien, wie z. B. Aluminiumoxyd, ge- 
bunden wird. Durch Entwickeln eines aus ungereinigter Citrin- 
lésung dargestellten Chromatogrammes mit viel Lésungsmittel 
kann der GroBteil aller stérenden Begleitsubstanzen durch die 
Adsorptionssiule hindurchgewaschen werden, waihrend das Glykosid 
in einer svharfen, schmalen, gelbbraéunlichen Zone im mittleren Teil 
der Saule festgehalten wird. Die Elution der herausgetrennten 
Schicht ist mit verdiinnten Sauren leicht durchzufiihren. Durch 
Beseitigung der iberschiissigen Saéure und anschlieBendes EHin- 
dampfen im Vakuum bis zur Trockne hinterbleibt ein gelbbrauner 
Rickstand, aus welchem durch Extraktion mit Essigester das 
Eriodictyolglykosid krystallisiert erhalten wird. Nach zweimaligem 
Umkrystallisieren aus dem gleichen Lésungsmittel wird das Glykosid 
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schlieBlich in schwach gelblich gefirbten, winzigen Krystallchen | 
erhalten, die bei 184—186° unter starker Zersetzungserscheinung 
schmelzen. | 
Die reine Substanz ist optisch aktiv. Ihre spezifische Drehung 
betriigt in Pyridin [«]f? =— 51,53°. Sie ist gut léslich in Wasser, 
Alkohol und Aceton, weniger gut in Essigester und fast unléslich in 
Ather. Mit Magnesium und Salzsiure gibt sie in alkoholischer 
Lésung eine intensiv blauviolette Cyanidinreaktion. Mit Eisen-ITT- 
chlorid in Methanol entsteht augenblicklich die fiir orthostandige 
Hydroxylgruppen charakteristische griine Farbe, die dann sogleich 
in eine braune umschlagt. Durch kurzes Erhitzen mit einer 1°/,igen 
Alkalilauge zeigt sie innerhalb einer Minute eine tiefrotviolette 
Farbreaktion, die durch Zusatz von wenig konzentrierter Salzséiure 
(d =1,19) verschwindet und sich bei weiterem Saéurezusatz wieder 
verstiirkt. Die hydrolytische Spaltung der Substanz mittels ver- 
diinnter Schwefelsiure ergibt zunichst eine weife, ziemlich schwer 
lisliche, krystalline Substanz, die nach zweimaligem Umkrystal- 
lisieren den fir Eriodictyol bekannten Schmelzpunkt von 258—260° 


Eriodictyol-l-rhamnosid 
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zeigt (der Mischschmelzpunkt zeigt keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung). Nach der vollstaéndigen Abtrennung des Aglykons 
aus der Hydrolysenfliissigkeit wird durch Erwirmen mit Phenyl- 
hydrazin ein Phenylosazon vom konstanten Schmelzp. 186—187° 
erhalten. Der Mischschmelzpunkt mit reinem Rhamnose- 
phenylosazon 187° zeigt keine Erniedrigung, so daB es sich hier 
um das Phenylosazon der Rhamnose handelt. Weitere Zucker sind 
im Hydrolysat nicht aufgefunden worden. Die Zuckerkomponente 
des Kriodictyols liegt im Citrin somit nicht als Rutinose (l-Rhamno- 
sido-d-glucose), sondern als Rhamnose vor. 


Versuchsteil 


100 ccm, eines Citrinpraparates mit einem Gehalt von 25 mg 
Citrin im ccm (colorimetrisch bestimmt) wurden durch eine Siule 
von Aluminiumoxyd (Brockmann) von 30 mm Durchmesser und 
150 mm Linge gegeben. Die Entwicklung des Chromatogrammes 
geschah mit Wasser, und zwar so lange, bis sich keine Zonen mehr 
bildeten und die abtropfende waBrige Flissigkeit nur noch schwach 
gelb gefairbt war. Die hierfiir erforderliche Wassermenge betrug 
etwa 4—5 Liter. Die so entwickelte Adsorptionssiule zeigte vier 
charakteristische Zonen. In dem nachstehenden Chromatogramm 
sind die einzelnen Schichten von oben nach unten angegeben; die 


Zahlen bedeuten die Dicke der einzelnen Pigmentzonen in Zenti- 
metern. 


1. 2,5 dunkelbraun, 
2. 2,0 gelbbraun, 


3. 0,5 hellbraun Eriodictyolrhamnosid, 
4. 11,0 hellgelb. 


Nach kurzem Festsaugen wurde die Saule aus dem Adsorptions- 
rohr herausgedriickt, die 0,5 cm lange, das Eriodictyolrhamnosid 
enthaltende Schicht herausgetrennt und die Elution durch zwei- 
maliges kraftiges Ausschiitteln mit je 200ccm einer 1°/,igen 
Schwefelsiure durchgefiihrt. In den vereinigten und klar fil- 
trierten Elutionsfliissigkeiten wurde die iiberschiissige Schwefel- 
siure durch Barytfallung gré8tenteils entfernt und das nur noch 
lackmussaure Filtrat unter vermindertem Druck zur Trockne 
gebracht. Der hinterbleibende gelbbraune Riickstand (4 g) enthielt 
noch eine geringe Menge anorganischer Bestandteile, die haupt- 
sachlich aus dem Aluminiumoxyd stammen diirften. Zu ihrer Ent- 
fernung wurde die gesamte Substanzmenge in absolutem Alkohol 
aufgenommen, vom Unlislichen abfiltriert und das alkoholische 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 8 
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Filtrat erneut im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Riickstand 
ergab mit Essigester erschépfend extrahiert einen hellgelben 
Extrakt, der nach kurzem Konzentrieren bis zur gerade beginnenden 
Triibung noch mehrere Tage im Kalteschrank aufbewahrt wurde. 
Hierbei schied sich das Glykosid in einer Menge von etwa 0,5 g in 
gelblichgrauen, winzigen Krystallchen ab. 

Nach noch zweimaligem Umkrystallisieren aus Essigester 
konnte die Substanz in ganz schwach gelblichen Krystallen, die bei 
184—186° unter starkem Aufschaumen schmelzen, erhalten werden. 

Leicht léslich in Alkohol, Aceton und Wasser, schwerer léslich 
in Essigester und unlésiich in Ather. Die spezifische Drehung be- 
tragt in Pyridin [a]; =— 51,538°. 


Hydrolyse und Isolierung des Aglykons. 250 mg der reinen Sub- 
stanz wurden 12 Stunden lang mit 100 cem einer 1°/,igen Schwefel- 
sdure hydrolysiert. Das schwach gelbe Hydrolysat wurde nach 
Uberfihrung in einen Fliissigkeitsextraktor zur Gewinnung des 
Aglykons mit Ather erschépfend extrahiert. Die vereinigten 
atherischen Extrakte gelangten, nachdem sie tiber Natriumsulfat 
getrocknet waren, im Vakuum zur Trockne. Der zuriickbleibende 
gelbliche Riickstand wurde sodann in 50°/,igem Alkohol hei8 gelést, 
mit wenig Tierkohle kurz aufgekocht und noch heiB filtriert. Uber 
Nacht krystallisierte das Aglykon in einer Menge von etwa 60 bis 
70 mg in weiBen Krystallehen aus. Nach noch zweimaligem Um- 
krystallisieren aus 50°/,igem Alkohol zeigte es, im Vakuumexsiccator 
iiber Calciumchlorid getrocknet, einen Schmelzpunkt bei 258 bis 
260° unter Zersetzung. 

Mischschmelzpunkt mit reinem Eriodictyol 257° Zers. 


Isolierung des Zuckers. Aus dem mit Ather extrahierten 
Hydrolysat wurde durch Barytfallung die iiberschiissige Schwefel- 
sdure beseitigt und das neutrale wasserhelle Filtrat unter ver- 
mindertem Druck auf ein Volumen von 20 ccm gebracht. Zur 
Isolierung des Kohlenhydrates wurde mit emer Lésung von 2¢ 
Phenylhydrazin und 1,5 cem Eisessig in 15 cem Wasser versetzt und 
die Mischung noch 20 Minuten auf 80° erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
krystallisierte das Phenylosazon in dunkelgelben, feinen Nadelchen 
aus. Dasselbe wurde abgesaugt, noch zweimal aus 50°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert und schlieBlich auf Ton abgepreBt im 
Vakuumexsiccator getrocknet. Schmelzp. 186—187° Zers. 

Mischschmelzpunkt mit 


remem Rhamnosephenylosazon. 
Schmelzp. 188° Zers. 
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Zusammenfassung 


1. Aus Citrin konnte das Glykosid des Eriodictyols mit Hilfe 
der chromatographischen Adsorptionsmethode in reiner und 
krystallisierter Form erhalten werden. 


2. Es wurde gezeigt, daB es sich nicht um ein Eriodictyol- 


l-rhamnosido-d-glucosid, sondern um ein Eriodictyol-l-rhamnosid 
handelt. 
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Fortschritte der Trichinoseforschung in epidemiologischer 
und diagnostischer Hinsicht 
Von 
Oskar Wagner 


Mit 7 Figuren im Text und auf Tafel I 





(Aus dem Parasitologischen Institut der I. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Hochst) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Mai 1942) 








Obwohl die Trichinose beim Menschen im Altreich dank der 
vorziiglich arbeitenden Trichinenschau eine groBe Seltenheit blieb, 
hat sich ihr Auftreten dennoch nicht vollig abriegeln lassen. Trotz 
aller Sorgfalt treten immer wieder in gewissen Zeitabstainden 
einzelne Trichinenepidemien auf, deren urspriingliche Seuchen- 
reservoire weder bei den Ratten noch bei den Schweinen zu finden 
sind. Die alte Leuckartsche Rattentheorie, die zu der Meinung 
fiihrte: ,,Vertilgen wir die Ratten, so vertilgen wir die Trichine“, 
hat neueren Untersuchungen ebensowenig standhalten kénnen wie 
die zuerst von Zencker (1860) aufgestellte Theorie, wonach das 
Schwein als eigentliches Trichinenreservoir anzusehen sei. In 
richtiger Erkenntnis der Bedeutung der Verbreitungsquellen der 
Trichinose und auch der Sicherung der Trichinendiagnose beim 
Menschen sind seit einigen Jahren zahlreiche experimentelle 
Arbeiten verdffentlicht, deren Gesamtergebnis, soweit es fiir die 
Praxis in Betracht kommt, hier erértert werden soll. 

Zur allgemeinen Orientierung wird ein Uberblick iiber die 
biologischen Verhaltnisse nach dem heutigen Stand vorangestellt. 

Der Entwicklungsgang des Parasiten, Trichinella spiralis, 
verlauft in 2 Nauptetappen. Man unterscheidet eine Darmtrichinose und eine 
Muskeltrichinose. Bei der ersteren wachsen die getrenntgeschlechtlichen Para- 
siten bereits am zweiten Tage nach der Infektion zur Geschlechtsreife heran. 
Die zweite Etappe bildet im Tierkérper die Ansteckungsform, die Muskel- 
trichine, aus. Beim Menschen hat die Muskeltrichine, die den Wirtskérper 
nicht verla8t und keinerlei frei lebende Entwicklungsformen bildet, wenig Aus- 
sicht, der Arterhaltung des Parasiten zu dienen. Die Trichine wiirde wohl 
schon langst ausgestorben sein, wenn nicht standig im Tierreich ein reger 
Wirtswechsel des Parasiten durch alimentire Invasion erfolgte. 

Ansteckungsfahig fiir den Menschen ist nicht geniigend durchgekochtes, 
gerauchertes oder gesalzenes Fleisch trichinéser Schlachttiere, das meist in 
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Form von Hackfleisch, Mettwurst, Schinken und dergleichen genossen wird. 
Auch Speck oder Fett kann trichinenhaltig sein und Ansteckungen vermitteln. 

Nach Aufnahme des trichinésen Fleisches werden im Magen die jungen 
Trichinen aus ihren Kapseln befreit und mit dem Speisebrei nach dem Dinn- 
darm beférdert. Hier bohren sie sich aber sehr rasch in die Schleimhaut. 
Bereits 5 Stunden nach der Infektion befinden sich die Darmtrichinen 
(vgl. Tafel 1, Fig. 1 und 2) unter dem Epithel und in den Diinndarmzotten 
(Bugge, 1934, 1935). Die Entwicklung der Darmtrichinen beschrankt sich 
nach Matoff (1941) nicht nur auf den Diinndarm, sondern findet zum Teil 
auch im Dickdarm statt. Etwa 20 Stunden p.i. macht die Trichine in der 
Darmschleimhaut eine Hautung durch und entwickelt sich darauf zur Ge- 
schlechtsreife. Eine einzelne weibliche Darmtrichine kann nach Wolffhiigel 
(1938) 137 Muskeltrichinen erzeugen. Die Lebensdauer der Darmtrichinen 
betragt héchstens 6—7 Wochen. Danach sterben sie und werden ausgeschieden. 
Nach der meist noch am zweiten Tage p.i. stattfindenden Kopulation legt 
die weibliche Darmtrichine ihre Fortpflanzungsprodukte, bis zu 2500 Jung- 
trichinen, entweder direkt in die Lymphspalten oder in deren Umgebung ab. 
Mit dem Lymphstrom gelangen die jungen Trichinen iiber die Mesenterial- 
lymphknoten zum Ductus thoracicus und in den Blutkreislauf. Vom 7. bis 
27. Tage p.i. lassen sich Bluttrichinen nachweisen (Staubli, 1909). Mit 
dem Blutstrom kénnen die Jungtrichinen passiv in alle Organe verschleppt 
werden (Matoff, 1940). Gelegentlich kénnen Trichinen auch in der Lunge 
und im Gehirn sich ansiedeln. Zufolge einer ausgesprochenen Vorliebe der 
Trichinen fiir quergestreifte Muskulatur (Myotaxis) verlassen die Jungtrichinen 
aktiv die Blutcapillaren in der Regel nur innerhalb der Skelettmuskulatur. 

Die Verbindungsbahn bildet der Lymph- und Blutstrom. Die aus den 
Blutkapillaren aktiv in das Muskelgewebe eintretende Trichine wird als Wan- 
dertrichine bezeichnet. Ansteckungsfahig sind im Saugetierwirt Wander- 
trichinen friihestens 16—17 Tage nach der Infektion. 

Im glatten Herzmuskel dagegen findet fiir gewéhnlich die Jungtrichine 
keinen besonderen Anreiz, die Capillaren zu-verlassen. Falls dennoch eine 
Einwanderung in die Herzmuskulatur stattfindet, wie dies Bugge (1941) fest- 
stellen konnte, so kommt es hierbei doch keinesfalls zur Ansiedlung oder gar 
Einkapselung der Wandertrichinen. Diese scheinen die fiir ihre rasche Weiter- 
entwicklung notwendigen Baustoffe nur innerhalb der quergestreiften Skelett- 
muskulatur zu finden. Lieblingssitze sind die stark durchbluteten Muskeln. 
die bei der Atmung betatigt werden. Besonders bevorzugt sind Zwerchfell- 
pfeiler, Zwerchfell, Zwischenrippen-, Kehlkopf-, Zungen- und Augenmuskel, 
Am Ubergang in den sehnigen Teil findet eine Anreicherung statt (vgl. Tafel 1, 
Fig. 3). 

Zum Unterschied von anderen Muskelparasiten, wie den Sarkosporidien, 
wandert die Trichine nach ihrem Austritt aus dem Capillarnetz ein Stiick in 
der Muskelfaser, die sie allmahlich zur Degeneration bringt (basophile Ent- 
artung). Dabei wird die Muskeltrichine in der Muskelfaser nach 1—2 Tagen 
von basophilkérnig entartetem Muskelinhalt umgeben (Bugge, 1934). Vom 
Perimysium aus scheidet sich als Reaktionsprodukt um die noch wandernde 
Trichine ein hyalines Rohr, das beim Aufrollen des zur Ruhe gelangenden 
Parasiten sich bauchig ausbuchtet. Die anfangs noch offenen Pole des Rohres 
werden durch Granulationsgewebe friihestens 3 Wochen p.i. abgeschlossen, 
so daB eine Kapsel entsteht. Etwa 5—6 Wochen p.i. ist die Kapselbildung 
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vollendet. Im weiteren Verlauf der Muskeltrichinose kommt es zur Fettbildung 
an den Polen der Kapsel (6—8 Wochen p.i.). Friihestens 5 Monate p. i., meist 
jedoch spater, beginnt die Verkalkung, von den Kapselpolen ausgehend. Kine 
vollstandige Verkalkung der Trichinenkapseln kann beim Schwein bereits nach 
9—12 Monaten, oft aber sehr viel spater, erreicht werden. Hine Beeintrach- 
tigung der Lebensfahigkeit der eingeschlossenen Trichine braucht damit noch 
nicht einzutreten. Die ausgereiften Muskeltrichinen lassen schon geschlechtliche 
Differenzierungen erkennen. Als ein Hauptkennzeichen der weiblichen Muskel- 
trichine wird eine spindelférmige, lings verlaufende Anschwellung, ,,Ge- 
schlechtswulst“‘, bezeichnet, etwa in der Mitte des Zellkérpers, an der Ventral- 
seite (Bugge, 1935). 

Die Muskeltrichine, deren Lebensdauer bis auf 30 Jahre nachgewiesen 
werden konnte, bildet die eigentliche invasionsfihige Form. Sie kann nach 
ihrer Abkapselung friiher oder spater absterben und verkalkt dann ebenfalls 
wie die Kapselhiille. Die verkalkten Teile werden allmahlich resorbiert und 
eine bindegewebige Narbe tritt an ihre Stelle. 

Beim Junggefliigel ist nach Matoff (1939) entgegen friiherer Ansicht 
auch eine Muskelinvasion, wenn auch nur in geringem Grade und voriiber- 
gehend, méglich. Matoff (1936) nimmt hier Altersimmunitat an, wie er dies 
auch bei Hunden nachweisen konnte. Unter natiirlichen Verhaltnissen diirfte 
jedoch eine Verbreitung der Trichinose durch Gefliigel ebensowenig eine Rolle 
spielen, wie dies Keller (1941) fiir trichinésen Vogelkot feststellen konnte. 

Die einzelnen Entwicklungsphasen werden begleitet durch diagnostisch 
verwertbare klinische Symptome [Kruchen u. a. (1940)]. Wahrend der ersten 
und zweiten Woche (Darmtrichinose) machen sich vorwiegend Darmerschei- 
nungen geltend, die bei starker Infektion bedrohlichen Charakter annehmen 
kénnen. In der zweiten bis dritten Woche (Lymph- und Bluttrichinose) kommt 
es meist zu staérkerem Fieberanstieg, Gdeme im Gesicht, besonders der Augen- 
lider und der Muskulatur. 

Zur Zeit der eigentlichen Muskeltrichinose, in der dritten bis achten 
Woche, treten heftige Gelenk- und Muskelschmerzen, Atembeschwerden, 
Pneumonie, véllige Mattigkeit hinzu. Je nach dem Infektionsgrad kénnen 
diese Erscheinungen mehr oder weniger durch Symptome von Intoxikationen, 
die sich durch Stérungen von seiten des Nervensystems bemerkbar machen, 
verdrangt oder iiberlagert werden. 

Sehr kennzeichnené fiir Trichinose ist vor a auch eine hohe Eosino- 


philie und Senkung des :}lutzuckerspiegels [Kruchen, Haring und Lederer 
(1940)]. 


Ansteckungsqueller und Verbreitungswege 


In den letzten Jahren wurden eingehende Untersuchungen, 
vor allem von Schoop, Schade, Séntgen, Giessmann, Kot- 
lan (1939) wber das Vorkommen von Trichinen bei Fiichsen, 
Dachsen und Feldmausen durchgefiihrt, die unsere seitherigen An- 
schauungen tiber die Ubertragungsweise der Trichinose von Grund 
auf anderten. Es zeigte sich dabei, wie dies auch W. Moritz (1939) 
ermitteln konnte, daB entgegen friiheren Ansichten [u. a. Stroh 
(1986), Goerttler (1986), v. Ostertag (1938)] die Feldmaus keine 
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besondere Rolle bei der Ubertragung der Fuchstrichinose spielt 
Vielmehr war der bislang wenig beobachtete Ubertragungscyclus 
Fuchs-Fuchs oder Fuchs-Dachs-Fuchs in den Vordergrund 
geriickt. Schulze (1941) gelangte auf Grund seiner Unter- 
suchungen zu der Ansicht, da8 die Fuchstrichinose heute in Deutsch- 
land die verbreitetste Form der Trichinose darstellt. Eine Be- 
statigung hierzu brachte weiterhin Aaser (1941) durch seine 
»,Untersuchung iiber Trichinose bei Pelztieren‘‘ in Norwegen, 
wobei auch Beziehungen zu anderen fleischfressenden Pelztieren 
sowie zu Wildfiichsen aufgedeckt wurden. Insgesamt wurden tiber 
21000 Untersuchungen, und zwar vorwiegend an Silber-, Blau- und 
Platinfiichsen sowie Nerzen vorgenommen. Auch eine Anzahl 
Wildfiichse, Dachse, Hunde, Katzen, Ratten und auch Menschen 
konnten im Rahmen dieser von der norwegischen Regierung groB- 
zugig unterstiitzten Trichinenuntersuchung mit herangezogen 
werden. In 7,3°/) der Falle konnten Trichinen nachgewiesen werden. 
Fiichse waren durchweg stark infiziert, aber Nerze am allermeisten. 
Man gewann sogar den Eindruck, da8B in den untersuchten nor- 
wegischen Bezirken die Trichinose am starksten sich ausbreitet, 
wo die Pelztierzucht am gréBten ist. Es wird vermutet, daB die 
Trichinose bei Pelztieren in Norwegen durch den Import von 
lebenden Tieren aus Ubersee eingeschleppt wurde. Aaser weist 
abschlieBend noch auf den diagnostischen Wert serologischer Unter- 
suchungen hin, die es erméglichen kénnten, wahrend des ganzen 
Jahres Priifungen auf Trichinose durchzufiihren, statt wihrend der 
Zeit des Abpelzens in 2—3 Monaten alles auf einmal erledigen 
zu mussen. 

Vielleicht gibt die Komplementbindungsreaktion nach Gaase 
(1941) (vgl. S. 122) eine Méglichkeit, regelmaBige Untersuchungen 
auf Trichinose bei Pelztieren intra vitam durchzufihren. 

Thorshaug (1939) vertritt die Ansicht, ,,da8 alle groBen pelz- 
tierziichtenden Linder in bezug auf Trichinose in dieselbe Lage 
kommen miissen wie Norwegen und daB groBe Gefahr dafiir besteht, 
daB die Trichinose binnen kurzem eine héchst unangenehme und 
wenig erwiinschte Renaissance erleben kénnte. 

Im Gegensatz zu den Feststellungen in Deutschland war die 
Trichinose unter den Ratten auf infizierten norwegischen Farmen 
nicht so seiten. Auch Hobmeyer und Geiger (1988) berichten, 
daB in San Francisco Ratten aus der Nahe von Schweinehaltungen 
bis zu 82°/, trichinenhaltig waren. Thorshaug (1939) hatte eben- 
falls feststellen kénnen, daB auf einer norwegischen Fuchsfarm 
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75°/, der untersuchten Ratten trichinés waren. Gebietsmabige 
Unterschiede scheinen in dieser Hinsicht auch fiir Schweden in 
Frage zu kommen. So konnte Lundmark (1937) als Ansteckungs- 
quelle bei 5 Fallen von menschlicher Trichinose Schweinebestande 
nachweisen, unter denen Ratten zur Verbreitung der Trichinose 
beitrugen. 

Wieweit sich danach in einzelnen Biotopen auch die Ratte 
als wesentliches Glied mit in den Ubertragungscyclus einschiebt, 
miBte durch weitere epidemiologische Untersuchungen geklart 
werden. 

Im Hinblick auf den Ubertragungscyclus Ratte- Schwein - Ratte 
weist Hall (1937, 1938) darauf hin, da8 in USA. Schweine und 
Ratten durchweg friedlich zusammen leben und daB die so oft be- 
hauptete Angriffslust der Schweine gegeniiber Ratten gar nicht 
vorhanden sei. Nach Feststellungen von J. Schaaf (1941) konnte 
im Generalgouvernement Trichinose bei Hausschweinen bis zu 
0,84°/,, bei Wildschweinen in noch héherem Hundertsatz und bei 
Hunden sogar das 14fache des Befallgrades der Schweine ermittelt 
werden. | 

Wenn auch die Akten iiber ,,Seuchenreservoire’‘ bei der Tri- 
chinose noch nicht endgiiltig abgeschlossen sind und der epidemio- 
logischen Forschung manches noch zu kliaren ibrig bleibt, so ist 


doch ein wesentlicher Fortschritt erreicht, indem man die hohe 


Bedeutung der Wildfauna hierbei erkannte. 

Nach H. W. Schmidt (1941) kann man in der Hauptsache 
zwei in sich geschlossene Ubertragungskreise unterscheiden, die 
nebeneinander in wechselseitiger Verbindung stehen und aus 
Quellen erhalten werden, die vom Menschen teils véllig abgeriegelt, 
teils wenigstens stark eingedimmt werden kénnten. 

Der Ubertragungskreis I umfaBt die Wildfauna, be- 
sonders Fuchs, Dachs, Schwarzwild. Von hier aus ergeben sich 
Verbindungswege iiber Schlachtprodukte zum Ubertragungs- 
kreis IJ, den Kulturbereich des Menschen und auch wieder zuriick 
zum Ubertragungskreis I. Beide Kreise erhalten Ansteckungsstoffe 
von trichinésen Organteilen, die wiederum meist auf der freien Wild- 
bahn oder zum Teil aus dem Wirtschaftsbereich des Menschen 
stammen. Vor allem kommen hierbei liegen gebliebene Tierkadaver, 
Luderplatze, Dung- und Komposthaufen oder die bei der Winter- 
fiitterung der Vogel benutzten Tierkerne in Frage, da selbst bei 
vorgeschrittener Faulnis die Muskeltrichinen noch langere Zeit 
ansteckungsfahig bleiben kénnen. Die Ansteckung des Menschen 
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wird durch Schlachtprodukte, die nicht einer sachgem&Ben Tri- 
chinenschau unterworfen waren, vermittelt. 


Immunbiologische Reaktionen 


Infolge der durch die Kriegsverhaéltnisse gelockerten Be- 
dingungen vorwiegend im besetzten Gebiet (Zunahme der Schweine- 
schlachtungen ohne Trichinenschau) machte sich eine gesteigerte 
Nachfrage nach einem fiir die Diagnose der Trichinose beim Men- 
schen zuverlissig brauchbaren Parasitenantigen geltend. Die im 
Parasitologischen Institut, I. G.-Werk Hochst, daraufhin durch- 
gefiihrten experimentellen Arbeiten fiihrten zur Entwicklung eines 
fir die Humanpraxis geeigneten Trichinenantigens, iiber das nach- 
folgend berichtet wird. Von einer Besprechung des Schrifttums 
muBte hier Abstand genommen werden. 


Antigen-Bereitung 


Trichinéses Fleisch, meist von Ratten, gelegentlich von Meer- 
schweinchen und in neuerer Zeit auch von jungen Schweinen 
(Kiimmerer) wird in der Fleischhackmaschine zerkleinert. Durch 
kiinstliche Verdauung werden die Trichinen isoliert, sorgfaltig 
gereinigt und mehrfach ausgewaschen (vgl. Tafel I, Fig. 4). Die 
so erhaltene waBrige Trichinenaufschwemmung wird nach dem 
Gefrierverfahren getrocknet und fein gepulvert. Bei dem Gefrier- 
trocknungsverfahren wird in der iiblichen Weise das organische 
Material eingefroren und das gefrorene Gut in Gegenwart eines 
Trocknungsmittels einem guten Vakuum ausgesetzt. Die damit 
erhaltene Trichinentrockensubstanz laBt sich leicht zu emem 
aiuBerst feinen Pulver verarbeiten. Hierauf wird das Pulver mit 
Aqua destillata 1:100 extrahiert. Durch Abfiltrieren von un- 
gelésten organischen Triimmern erhalt man eine Antigen-Stamm- 
lésung 1: 100, die mit Aqua destillata auf die am meisten gebrauch- 
liche Konzentration 1: 500 verdiinnt wird. 


Nach Prifung auf Sterilitat erfolgt schlieBlich Abfillung zu 
2cem in Ampullen, deren Inhalt wiederum nach dem Gefrierver- 
fahren getrocknet wird (Trockenampullen). Der Inhalt jeder 
Trockenampulle ergibt mit 2 ccm physiologischer NaCl-Lésung die 
am meisten gebriuchliche Verdiinnung 1: 500; es kann aber auch 
leicht jede beliebige andere Verdiinnung hergestellt werden. Das 
Antigen ist sowohl fiir serologische Auswertungen wie auch zur 
Intrakutanprobe und Prazipitation brauchbar. 
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Die Komplementbindungsreaktion auf Trichinose nach Gaase 
mit dem Trichinen-Antigen ,,Behringwerke‘‘ 


Material: Trichinenantigenverdiinnung 1: 500 physiologische 
0,85°/,ige Kochsalzlésung. Komplement: das 2—2,5fache der 
villig lésenden Dosis. Amboceptor: das 4fache der vollig lésenden 
Dosis. Zur Kontrolle: positive und negative Seren von Menschen 
oder Tieren. Untersuchungsmaterial: Patientenserum. 


Vorbereitung: Das Patientenserum wird inaktiviert, d.h. 
1/, Stunde im Wasserbad bei 55—56°C erhitzt. Die zur Ver- 
wendung kommende Komplement- und Amboceptorverdiinnung 
wird ermittelt. 


Ausfithrung der Methode (vgl. Fig. 7) 
1. Verdiinnung 1: 2. 
2. Verdiinnung 3: 10. 


In jedes Roéhrchen werden 0,25 ccm Trichinenantigen ein- 
gefiillt. Dazu kommen bei 1: 2 Verdiinnung 0,125 Patienten- baw. 
Kontrollserum und 0,125 Kochsalzlésung. Bei der Verdiinnung 
3:10 werden 0,075 Patientenserum und 0,175 Kochsalzlésung 
bendtigt. Zu gleicher Zeit werden eine Extrakt- und eine Serum- 
kontrolle mit angesetzt. In das Réhrchen der Extraktkontrolle 
kommen 0,25 ccm Antigen und 0,25 cem Kochsalzlésung, zur Serum- 
kontrolle 0,125 cem Patientenserum und 0,125 cem Kochsalz- 
lésung. Alsdann werden zu allen Réhrchen 0,25 com Komplement 
hinzugebracht und man laBt das Ganze 45 Minuten bei 37° stehen. 
Hierauf fiigt man 0,5 ccm sensibilisiertes Hammelblut =1 Teil 
5°/sige Hammelblutkérperchen-Aufschwemmung +1 Teil Ambo- 


ceptorverdiinnung (4fach lésende Dosis) hinzu und bringt das 
Ganze auf 37° zuriick. 


Die Ablesung erfolgt, wenn die negativen Seren und Extrakt- 
kontrollen véllig gelést sind. 


Der Ausfall der Reaktion ist als positiv zu bezeichnen, wenn 
bei einwandfreien Kontrollen eine vollstandige oder nahezu voll- 
stindige Hemmung der Himolyse zu verzeichnen ist. 


Schematische Ubersicht der Komplementbindungsreaktion 


Bendtigt werden zur Kontrolle méglichst 4 verschiedene Patientensera: 
Ein stark positives, ein schwach positives und 2 negative. Inaktiviertes 
Patientenserum und Antigen werden unverdiinnt benutzt. 
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Nach dem Einfiillen der verschiedenen Reagenzien bleiben die Réhrchen 
30jMin. bei Zimmertemp. und 30 Min. bei 37°, oder nur 45 Min. bei 37° 
stehen. Dann kommt in jedes Réhrchen 0,5 ccm sensibilisiertes Hammel- 
blut (Amboceptor). Die Ablesung der bei 37° zuriickgebrachten Réhrchen 
erfolgt, nachdem die Extraktkontrollen gelést sind. : 


Serumverdiinnung 3 :10 
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Fig. 7 : 
GB = Inaktiviertes Patientenserum (unverdiinnt) = Komplementverdiinnung 
= Antigen 


Cy = Kochsalz 


Die Intrakutanreaktion, ebenfalls von Bachmann ein- 
gefiihrt, hat sich bei der Trichinose des Menschen auch in Deutsch- 
land als spezifisch erwiesen (F. Schmidt, 1941 und W. Schulz, 
1941), selbst in Fallen, die keine klinischen Symptome zeigten. 
Gewohnlich wird mit 0,1 ccm des 1: 500 oder 1: 1000 verdiinnten 
Antigens eine intrakutane Quaddel gesetzt (ganz feine Nadel, 
Nr. 17 oder 18 benutzen, vorher gut reinigen und sterilisieren!). 
In Zweifelsfallen ist es ratsam, auch eine Verdiinnung 1: 10000 zu 
benutzen. Als Injektionsstelle dient meist die Innenseite des Unter- 
armes. Als Kontrolle wird in einiger Entfernung mit dem Ver- 
diinnungsmittel eine gleiche Quaddel gesetzt. Die Ablesung erfolgt 
nach 15, 80 und 60 Minuten. Das zuerst blasse, an der Oberflache 
stark vorgewodlbte Blaschen wird im Verlauf weniger Minuten 
resorbiert. An die Stelle tritt eine immer stirker werdende Haut- 
rétung und Schwellung. Nach Schulz kann eine die Quaddel ein- 
beziehende Rétung mit einem Durchmesser von mindestens 
1,5 ccm als positive Reaktion angesehen werden, wahrend Rétungen 
mit nur 1,0 ccm Durchmesser noch als negativ zu betrachten sind. 
Den Rand der Quaddel iiberragende Infiltrate kénnen ebenfalls als 
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positive Reaktionen gewertet werden. Allgemeine Reaktionen 
wie Mattigkeit, Temperaturanstieg, Schmerzen in den haupt- 
sichlich befallenen Muskeln usw. werden nach Schulz nicht be- 
obachtet. 

Bei lingerer Zeit zuriickliegenden Infektionen kann die 
Reaktion zweiphasig verlaufen, wobei die erste Reaktion (mehr oder 
weniger deutliches weiBliches Odem mit rotem Hof) nach 1 Stunde 
auftreten kann, nach 6—7 Stunden verschwindet, um nach 
S—10 Stunden wieder hervorzutreten. Das zweite Odem hilt 
24—80 Stunden an und verschwindet nach 48 Stunden 

Beim Schwein ist die Intrakutanreaktion nicht immer ein- 
deutig und zuverlissig (F.Schmid und H.Schipull, 1987; 
H. Schipull, 1988). Auch A. Gaase (miindliche Mitteilung) und 
wir selbst konnten dies in einigen Testversuchen bestatigen. 
A. Trawinski und Irene Maternowska (1939) benutzten fir die 
Hautreaktion zur Feststellung der Trichinose bei Schweinen 
0,2—0,3.cem Antigen einer Verdiinnung 1:500. Bei trichinésen 
Schweinen soll dann 4—8 Stunden nach der Injektion eine weiche, 
rote Quaddel auftreten, die sich peripherwarts allmahlich ver- 
breitet uud nach 10—15 Stunden die Gré8e von 15—30 mm erreicht. 
Nach 28 Stunden verblaBt dann die Reaktion und verschwindet 
schlieBlich véllig im Verlauf von weiteren 8—12 Stunden. Es bleibt 
dann nur eine blasse Farbe zuriick. Insgesamt kann die Reaktion 
nach Trawinski etwa 40 Stunden erhalten bleiben. 

Es ist jedoch zu bedenken, daB, obwohl bei dem innigen Kon- 
takt, den gerade die Trichine wahrend ihres ganzen Lebens mit dem 
Wirtskérper eingeht, ausreichende Antikérper gebildet werden 
miissen, hinsichtlich der individuell verschiedenen Reaktionsfahig- 
keit der Haut als ,,allergische Projektionsfliche** (H. Frank, 1940) 
zuverlassige Ergebnisse nicht immer zu erwarten sind. 

Die Prazipitationsreaktion, erstmalig von Bachmann 
(1928, 1934) ausgearbeitet, ergibt beim Vorliegen anderer Krank- 
heitszustande- leicht unspezifische Werte. Die Komplement- 
bindungsreaktion verdient demgegeniiber in der Praxis wegen 
ihrer Eimdeutigkeit den Vorzug. 


Zusammenfassung 
Es wird eine kurze Ubersicht tiber unsere heutige Kenntnis der 
Epidemiologie der Trichinose und wber die Arbeitsweise der in 
letzter Zeit sich bei der Trichinose des Menschen allgemein be- 
wahrten Komplementbindung nach Gaase gegeben. 
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Im besonderen wird darauf hingewiesen, daB entgegen friiherer 
Auffassung epidemiologisch die Wildfauna als Seuchenreservoir im 
Vordergrund steht. Die recht beachtliche Bedeutung der Pelztier- 
trichinose als Ansteckungsquelle fiir Wild sowie Haustiere, deren 


Schlachtprodukte wiederum die Infektion des Menschen vermitteln 
kénnen, wird hervorgehoben. 


Von den serologischen Untersuchungsmethoden wird die 
Arbeitsweise der Komplementbindung nach Gaase unter Hinweis 
auf das Trichinen-Antigen ,,Behringwerke“ niher besprochen. Die 
ubrigen nicht immer ganz eindeutigen immunbiologischen Reaktio- 
nen werden nur kurz erwahnt. 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1942) 


Seitdem man durch L. Michaelis (1911) die Saureagglutination 
der Typhus- und anderen Bazillen kennt, ist die Bedeutung dc- ver- 
schiedenen serologisch unterscheidbaren Antigene im Typhus- 
bacillus und anderen, wie Paratyphus- und Enteritis-, heute unter 
der Bezeichnung Salmonellabakterien zusammengefaBten Bacillen 
Gegenstand zahlreicher Arbeiten gewesen. 


Zu dem von Michaelis festgestellten Saiureagglutinationsoptimum bei 
(H’) = 4:10—5 oder px etwa 4,4 fand spiter Arkwright (1914) ein zweites 
Optimum bei px etwa 2,9, das erste soll dem H-Antigen (GeiBelsubstanz) 
entsprechen und das zweite im Gebiet starkerer Saure dem somatischen Antigen 
(O-Antigen). Seit Felix und Pitt (1934) in Typhusbazillen ein zusatzliches 
Vi-Antigen fanden und man gendétigt war, bei O- und Vi-freien Rauhformen 
nach Zerstérung des H-Antigens noch ein allen gemeinsames R-Antigen an- 
zunehmen [Schuetze (1922), Grinnell (1931)], besteht demnach in sero- 
logischem Sinne der Typhusbacillus aus den H-, O-, Vi- und R-Antigenen. 
(Das noch hypothetische Schleim- [M-] Antigen ist hier absichtlich unberiick- 
sichtigt geblieben.) Man hat sich bemiiht, diesen serologisch unterscheidbaren 
Antigenen chemisch definierbare Substanzen zuzuschreiben, doch befinden sich 
diese Arbeiten noch im Flusse. ’ 

Das H-Antigen ist in der GeiBelsubstanz, so daB ,,der H-Rezeptor die 
morphologisch intakte GeiBel darstellt“* (Craigie 1931). Das H-Antigen gilt 
als thermolabil [Giovanardi u. a. (1940)], was in dem Verlust der GeiBeln 
begriindet ist. Tatsaichlich ist es ebenso thermostabil wie das O-Antigen, 
insofern es selbst nach 2-stiindigem Erhitzen auf 100° noch als Antigen 
nachweisbar bleibt und z. B. (Kauffmann) grobflockige Agglutination mit 
spezifischem H-Antiserum geben kann. 

Gegeniiber Formoleinwirkung ist das H-Antigen bestaindig (Giova- 
nardi). Dagegen wird das H-Antigen durch proteolytische Fermente zerstért, 
was fiir dessen EiweiBnatur spricht. Aber auch die reinen isolierten GeiBeln 
besitzen nach Craigies Versuchen anscheinend neben dem H-Antigen noch 
etwas (immunisatorisch und durch Komplementbindung nachweisbares) 
Q-Antigen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 ' 9. 
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Von den somatischen Antigenen ist das O-Antigen seit den Arbeiten 
von Boivin und Mitarbeitern (1934) als ein Glucolipoid bekannt, das durch 
Extraktion mit verdiinnter Trichloressigséure in der Kalte in kolloider Lésung 
erhalten wird und einen esterartig verbundenen Komplex von Polysacchariden 
mit Fettsauren darzustellen scheint. Zur besseren Ausschaltung eiweiBartiger 
Anteile empfiehlt sich Vorbehandlung mit Trypsin. 1937 haben mit dem Ver- 
fahren von Raistrick und Topley (Trypsinbehandlung mit folgender Alkohol- 
faillung) Topley und Mitarbeiter aus O + Vi-haltigen Typhusstimmen ein 
Antigen erhalten, das, zum Unterschied zu dem aus reinen O-Stémmen, mit 
Uranylacetat fallbar und vom O-Antigen trennbar war. SchlieBlich haben 
Henderson und Morgan (1938) mit dem Morganschen Verfahren mittels 
Diithylenglykol die O- und Vi-Antigene getrennt. Nach Boivin und Mesro- 
beanu besteht kein fundamentaler Unterschied zwischen O- und Vi-Antigen. 
Beide sind ihrer Art nach Glucolipoide, zwar von verschiedener Zusammen- 
setzung, aber ohne EiweiB. Das O-,,Antigen“ ist zweifellos thermostabil 
(Boivin), wird nicht durch Phenol und Alkohol zerstért, soll aber durch 
Formol zerstérbar sein (Malek, O., u. a.). Es gelingt jedenfalls nicht, aus dem 
O-Antigen, und das gleiche gilt nach Boivin fiir das Vi-Antigen, ein dem 
Diphtherietoxoid analoges Formoltoxoid herzustellen, wenn auch nach Boivin 
auf die Dauer das O-Antigen durch Formol, aber nie vollstandig, zerstért wird. 

Die Thermoresistenz des Vi-Antigens wird scheinbar verschieden be- 
urteilt, je nach dem, was man nach dem Erhitzen beobachtet. So wird es 
von manchen Autoren (Almon und Stovall) als thermolabil bezeichnet. 
Die bekanntlich starke Hemmung, die ein vorhandenes Vi-Antigen auf die 
serologische O- und H-Agglutinabilitét ausiiben kann, wird durch Erhitzen 
mehr oder weniger aufgehoben. Doch bedeutet das keine Zerstérung des Vi- 
Antigens durch Hitze, sondern das Vi-Antigen geht teilweise in Lésung, wo 
es durch spezifische Prazipitation und Komplementbindung nachweisbar sein 
kann (Ogonuki und Abe, Giovanardi, Carlinfanti u.a.). Vielmehr ist 
das Vi-Antigen in neutraler Lésung ebenso kochbestindig wie das O-Antigen 
(Craigie, Ogonuki, van Dorn-Smith). Nach Carlinfanti kénnen beide 
Antigene sogar bis 6stiindiges Erhitzen auf 100° vertragen, aber bereits maBige 
Erwarmung bewirkt, ,,daB die beiden Antigene in Lésung austreten, so da8B 
im Bakterienleib nur ein serologisch nicht disponibler Teil zuriickbleibt‘ 
(Carlinfanti). 

Besonders wichtig erscheint es, daB gewisse Phagen nur das Vi-Antigen 
angreifen (Craigie und Brandon). 

Ks ist bekannt (Boivin, R. Haas u.a.), daB die somatischen O- und 
Vi-Antigene Vollantigene sind und nach Aufspalten einen polysaccharidartigen 
Haptenkomplex ergeben, dessen Molekulargewicht etwa 7000 gegeniiber etwa 
124000 des Vollantigens betragt (Hornus und Grabar). Wahrscheinlich 
(nach Analogie mit den Dysenteriebazillen, bei denen das O-Antigen als Gluco- 
lipoid noch mit einem Polypeptidkomplex verbunden ist [Morgan und 
Partridge]), enthalt auch das O-Antigen der Typhusbazillen noch einen 
aihnlichen Bestandteil, der vielleicht fiir der Vollantigencharakter verantwort- 
lich ist, und die Angreifbarkeit des Vi-Antigens durch Phagen, die Fallbarkeit 
durch Schwermetallsalze (Uranylacetat) erklart und, wie wir weiter unten 
sehen werden, spricht die Saureagglutinabilitat dafiir, daB beim Vi-Vollantigen 
dieser Polypeptidanteil noch ausgepragter ist wie beim O-Antigen. Doch fehlen 
dariiber noch eingehende chemische Untersuchungen. 
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So gut wie gar nichts ist iiber die chemische Natur des R-Antigens 
bekannt. Ein wesentlicher Bestandteil desselben diirften Nucleoproteide sein. 

Wegen dieser noch liickenhaften Kenntnisse der chemischen 
Natur der serologisch unterscheidbaren Antigene ist es auch noch 
nicht gelungen, die Erscheinungen der Saureagglutination in be- 
friedigénder Weise mit den verschiedenen Antigenen der Bakterien 
in Beziehung zu bringen. Die vorliegende Arbeit soll der weiteren 
Klarung dieser Beziehungen dienen. 


Zur Technik der Versuche 


Als Pufferlésungen wurde im Bereich von 3,2—4,7 px ein Acetatpuffer 
benutzt, wihrend das Bereich von py 2,2—3,2 durch den Citronensaurephos- 
phatpuffer nach McIlvaine abgedeckt wurde. 


Vergleichende Untersuchungen mit diesen Puffern und solchen der Wein-, 
Milch- und Barbitursaéure (Veronal) zeigten, daB die gleichen Bakteriensuspen- 
sionen im gleichen py-Bereich sich verschieden verhalten kénnen. Im all- 
gemeinen erwies sich der Veronal- und der Weinsaurepuffer als nicht so ge- 
eignet, eine Saureagglutination zustande kommen zu lassen wie der Milch- 
séure — und die oben erwahnten Puffer. Fiir die hier besprochenen Versuche 
wurde folgende Pufferreihe genommen: 








0,1 Mol. Citronensiiure 
ee li) =e 19,6 118,76 | 16,83 
0,2 Mol. Na, HPO,-Lésg. (71,6 ¢ 
_, NagHPO, -12H,Oi. Lt) .. 0,4} 1,24 | 3,17 
oe n-Na-Acetat-Lisg. : 
eS eee 0,5 | 0,5 


| 0,5] 0, 
‘Jig Essigsiure ree eae ae 1 


1,0 


























Ce ae a Ps Tete 





2 
4] 0,6] 1,1 
2| 4,4] 4,7 


Die Bakterien wurden auf einfachem Fleischwasserpeptonagar fiir etwa 
24 Stunden geziichtet und der Bakterienrasen in der Regel mit je 2 com Aqua 
dest. pro Schragagarkolonie abgespiilt. Erhitzen erfolgte in kochendem Wasser 
in der Regel fiir 10—15 Minuten (gelegentlich 30 Minuten lang). Von dieser 
Suspension wurde je 1 Tropfen in je 1 com Pufferlésung gebracht und meist 
etwa 1 Stunde nach Bebriitung bei 37° die Agglutination mit bloBem Auge 
abgelesen. Die zweite und in den folgenden Tabellen wiedergegebene Ablesung 
erfolgte nach weiterem Stehenlassen bei 37° etwa 18—20 Stunden spater. 

Es bedeuten ‘4 véllige kérnige (bei pga 2—3) oder flockige (bei py 
etwa 4,4) Agglutination bei klarer, tiberstehender Fliissigkeit. Bei +} war 
die Agglutination zwar auch komplett, die tiberstehende Flissigkeit aber 
noch mehr oder weniger trib. ++ heiBt kraftige, + deutliche, noch gut 
wahrnehmbare, -+ noch eben mit bloBem Auge wahrnehmbare Agglutination. 
Bei unveranderter Suspension steht — undda, wo die Lésung opalescent wurde, 
ist ein O angebracht. 


G * 








132 Hans Schmidt, 


Zur Untersuchung kamen folgende Stamme: 


Ty 0901 (0), Ty H 901 (0 + H), Ty3 (0+ H), Ty2 (Vi+ 0+ H),) 
Ty 708 (Rauss) (Vi ohne oder nur mit Spuren von O und H), Ty 6S (Felix) 
(entspricht serologisch ungefahr dem ,,Vi 1‘‘), Typhusstamme mit A, B, C, D 
E, F bezeichnet, aus einer schweren Typhusepidemie aus Paris herrihrend, 
alle (Vi + O + H), Ty Vil (Vi mit Spuren von O und H), Ty ViR (hierbei 
war serologisch weder Vi noch O oder H nachweisbar), Salm. Enteritis Gartner 
(hat mit Typhus das gleiche O-Antigen, aber ein davon verschiedenes 
H-Antigen), Paratyphus C Ostafrika (hat mit Typhus das gleiche Vi-Antigen, 
aber davon verschiedene O- und H-Antigene). Die meisten dieser Stimme ver- 
danke ich der Freundlichkeit von Herrn Dr. Kauffmann in Kopenhagen. — 
Saimtliche Vi-haltigen und O-haltigen Stéimme wurden stets oder zeitweise 
auf Eiernahrboden nach Kauffmann gehalten, um das O- bzw. Vi zu er- 
halten. 


Trypsinverdauung. Die in Aqua dest. suspendierten Bakterien wurden 
nach Ausschleudern in einer 1/,; mol. Lésung von Na,HPO,-Lésung resuspen- 
diert mit einer py von etwa 8,0, und auf eine Bakterienmenge, die 2 Schrag- 
agarkulturréhrchen entsprach, kam 0,2 ¢ Trypsin Merck. Unter Zusatz von 


einigen Tropfen Toluol stand das Verdauungsgemisch 24 Stunden bei 37° und 
wurde dann zentrifugiert. 


Das Trichloressigsiure-Extraktionsverfahren nach Boi- 
vin. Die feuchte, gut gewaschene Bakterienmasse wurde gewogen und dann in so 
viel Aqua dest. suspendiert, da8 je 0,2 g feuchte Bakterienmasse 1 cem der 
Suspension entsprechen. Dann wird die Suspension mit dem gleichen Volumen 
1/, n-Trichloressigsaéure versetzt und 3 Stunden in der Kalte geschiittelt. Dann 
wird scharf zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit dialysiert bis zur 
neutralen Reaktion, und zur Gewinnung der Bakterien werden diese resuspen- 
diert, mit NaOH neutralisiert und mehrmals gewaschen. 


Experimenteller Teil 
Tabelle I 


Versuche tiber die Rolle des Erhitzens (100°) auf die Saureagglutination 
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Tabelle I (Fortsetzung) 
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Pu | 2,2 | 2,4 | 2,8 | 3,2 | 3,6 | 4,2 | 4,4 | 4,7 
| 
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Die unerhitzten Bazillen zeigen keine oder (bei H 901) nur 
eine angedeutete Agglutination bei px etwa 4,4 (die +--Reaktionen 
sind in Anbetracht der etwa 20stiindigen Siureeinwirkung bei 37° 
nicht sicher zu bewerten). Die Saéureagglutination bei pu etwa 2,2 
ist bei der Rauhform (ViR) stark ausgepriigt, im allgemeinen 
kommt sie aber kaum zum Ausdruck, wohl aber wenn Erhitzen 
stattgefunden hat. Dabei sind (besonders in relativ frisch isolierten 
Vi-haltigen Stéammen, wie z. B. D) gelegentlich die erhitzten Ba- 
zillen nach Waschung nicht mehr séureagglutinabel, wahrend das 
erste Waschwasser, d.h. die itberstehende Flissigkeit, sdure- 
prazipitable Substanzen enthalt. Im ganzen ist das Verhalten nicht 
einheitlich und die Reproduzierbarkeit von einer Reihe von Um- 
standen abhangig, besonders Alter der Kultur, Alter der Suspension, 
R- oder §-Phase des Stammes scheinen die Saureagglutination 
stark zu beeinflussen. 

Hs gelang von dem Stamm Ty O 901 auf Agarkultur die Rauh- 
form zu erhalten, mit der der gleiche Versuch wie in Tab. I an- 
cestellt wurde. 


Tabelle la 





























| | 
pa | 2.21 2,4/ 2,81 3,2 | 3,6 | 4,2 | 4,4 | 4,7 
rn ( unerhitzt ace a im a Ht i, | oe | = | = 
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Glattform in der Tab. I eine sehr starke Agglutination, die in er- 
hitztem Zustand noch das Bereich der I. Zone mitnahm. Obwohl 
mit dem Waschen prazipitable Substanz entfernt wurde, blieb die 
Sdureagglutination der gewaschenen Bakterien unvermindert 
erhalten. 

Tabelle II 


Versuche iiber die Saureagglutination nach Einwirkung von Salzsaure 
auf die Bakterien 
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Tabelle II (Fortsetzung) 
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Die Bakterien wurden in n/10-HCl suspendiert und blieben 
20 Stunden bei 37°. Nach scharfem Abschleudern und Absaugen 
der uberstehenden Flissigkeit wurden die Bakterien resuspendiert 
in Aqua destillata. Bei typisch Vi-haltigen Stammen (wie Ty 2 
und B) ist die Wirkung der HCl entgegengesetzt der des Erhitzens. 
Da, wo H-Antigen vorhanden ist, kommt die Saureagglutination 
bei px etwa 4,4 durch die HCl-Behandlung zum Vorschein. Eine 
Ausnahme machen die Vi-Rauhform, die in der gleichen Zone ohne 
H-Antigen zu haben, agglutiniert, und die Gartner- Bazillen, die, 
obwohl H-Antigenhaltig, sich nach HCl-Behandlung wie die 
H-antigenlosen Ty O 901-Keime verhalten. 
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Tabelle HI 
Pu 2,2 | 2,4 | 2.8 3.21 3,6| 4,2 | 4,4| 4,7 
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Tabelle Illa 


Rolle der Erhitzung auf 100° von vorher mit HCl behandelten Bakterien 
auf die Saureagglutination 
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Die Behandlung mit HCl 


geschah wie beim Versuch der 


Tab. II. Die ausgeschleuderten Bakterien wurden in Aqua dest. 
resuspendiert und unerhitzt (Horizontalreihe: HCl), sowie auch 
etwa 10—15 Minuten bei 100° erhitzt (horizontale Reihe: ge- 
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waschen, erhitzt) in gleicher Weise auf Sdureagglutination gepriift. 
Hier handelt es sich um Vi-haltige Glattformen, die praktisch nur 
Vi enthalten, und dem P.T.C-Stamm, der mit Typhusbazillen nur 
das Vi gemeinsam hat. Man vergleiche den Befund der Tab. III 
mit den Vi-haltigen Typhusstimmen 2 und B der Tab. II: Nach 
Erhitzung eine deutliche Séureagglutination bei Zone px etwa 2—38, 
die bei den reinen Vi-Stammen ausbleibt. Letztere zeigen nach 
HCl-Einwirkung eine sehr starke Saureagglutination auch bei 
px 2—3, die bei den Stémmen von Typhus O + Vi +H fehlt und 
die durch folgendes Erhitzen wieder bis auf die Zone bei px etwa 4,4 
verschwindet. 

Die Keime in dem Versuche der Tab. IIIa sind in gleicher 
Weise behandelt worden, wie die in Versuch III. Die nach HCl- 
Behandlung ausgeschleuderten und in Aqua destillata resuspen- 
dierten Bakterien wurden unerhitzt und erhitzt (#/, Stunde 100°) 
verglichen. Wie bei Tab. II sieht man auch hier nach HCl-Be- 
handlung eine besonders deutliche Saureagglutination bei etwa 
px 4,4, die auch nach Erhitzen bleibt, wahrend die in der Zone 
pu 2—8 angedeutete Agglutination beim Erhitzen verschwindet. 
Die auf Agar geziichteten und einmal mit NaCl-Lésung gewaschenen 
Bakterien wurden, entweder mit vorausgegangener Trypsin- 
verdauung von 24 Stunden bei 37° oder nach entsprechend langer 
Zeit im Hisschrank, einer Trichloressigséureextraktion nach Boivin 
unterzogen. Danach wurden die Bakterien scharf abzentrifugiert, 
mehrmals gewaschen, in neutrale waBrige Suspension gebracht 
und unerhitzt wie auch 15 Minuten bei 100° erhitzt auf Saure- 
agglutination gepriift. 

Das Ergebnis eines solchen Versuchs in der Tab. IV zeigt zu- 
nichst einen wesentlichen Unterschied, ob der Trichloressigsaure- 
extraktion eine Trypsinverdauung vorausgegangen war oder nicht. 
Der Opalescenz des Extraktes nach zu urteilen, war die Extraktion 
der trypsinangedauten Bakterien wesentlich ergiebiger. Jedenfalls 
zeigte die Tabelle, daB (mit Ausnahme der Vi1-Bakterien) die 
Trypsinessigsiurebehandlung die Saureagglutinabilitat der Bak- 
terien aufgehoben hat. 

Die Trichloressigsiureextraktion allem hat die Saureagglu- 
tinabilitat nicht aufgehoben, sie aber besonders im Bereich px 2—3 
stark reduziert. Bemerkenswert erscheint hier, daB eine an- 
schlieBende Erhitzung die noch vorhandene Saureagglutinabilitat 
weiterhin reduziert und, wie z. B. bei P.T.C und Gartner vollig oder 
z. B. bei Ty 38, fast ganz aufhebt. 





188 


mit und ohne vorausgegangene Trypsinbehandlung 
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Tabelle IV 


Extraktion von O- und Vi-Antigenen mit Trichloressigsiure nach Boivin, 
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Um besser die Wirkung der Trypsinbehandlung fir die Tri- 
chloressigséureextraktion und den EinfluB auf die Siureagglutina- 
tion beurteilen zu kénnen, wurden Versuche gemacht, bei denen 
Bakterien nur mit Trypsin behandelt wurden. In den Versuchen 
der Tab. Va wurden die Trypsinbakteriengemische stark zentri- 
fugiert, die tiberstehende Lésung vdllig abgesaugt, die Bakterien 
in Wasser resuspendiert und 1/, Stunde auf 100° erhitzt. SchlieB- 
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lich war es erforderlich, die Trypsineinwirkung durch gleichlange 
Behandlung im leeren alkalischen Milieu (m/15 Na,HPO,) zu kon- 
trollieren (Tab. Ve). 

Tabelle Va 


Versuche iiber die Bedeutung der Trypsinbehandlung der Bakterien 
fiir die Saiureagglutination 
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Tabelle IV 


Extraktion von O- und Vi-Antigenen mit Trichloressigsiure nach Boivin, 
mit und ohne vorausgegangene Trypsinbehandlung 
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Um besser die Wirkung der Trypsinbehandlung fir die Tri- 
chloressigséureextraktion und den HinfluB auf die Siureagglutina- 
tion beurteilen zu kénnen, wurden Versuche gemacht, bei denen 
Bakterien nur mit Trypsin behandelt wurden. In den Versuchen 
der Tab. Va wurden die Trypsinbakteriengemische stark zentri- 
fugiert, die tiberstehende Lésung véllig abgesaugt, die Bakterien 
in Wasser resuspendiert und 1/, Stunde auf 100° erhitzt. SchlieR- 
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lich war es erforderlich, die Trypsineinwirkung durch gleichlange 
Behandlung im leeren alkalischen Milieu (m/15 Na,HPO,) zu kon- 
trollieren (Tab. Vc). 

Tabelle Va 


Versuche iiber die Bedeutung der Trypsinbehandlung der Bakterien 
fiir die Saureagglutination 
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Tabelle Vc (Fortsetzung) 
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Diskussion der Versuche 


Der Typhusbacillus und andere Salmonellabakterien mit 
O- und H-Antigen zeigen in der Hauptsache zwei Saureagglutina- 
tionsoptima: Das erste liegt, wie eingangs erwahnt, bei etwa 4,4 pu, 
kann sich aber von 4,2—4,7 pu erstrecken und ist in seiner Aus- 
breitung und optimalen Lage selbst bei StAmmen der gleichen Art 
nicht konstant. Auf diese feinen Unterschiede soll hier nicht ein- 
gegangen werden, sondern wir betrachten die bei etwa 4,4 px statt- 
findende Saureagglutinationszone als einheitliche Natur. Diese Zone 
wird dem H-Antigen zugeschrieben. Ein zweites Optimum findet 
sich bei px 2—3 in einer Zone, die sich oft bis px 3,2 erstrecken kann. 
Das Optimum liegt anscheinend bei etwa px 2,2—2,4, aber Zonen- 
bildung ist die Regel. Nach Scholtens soll die Saiureagglutina- 
tion (S.A.) bei etwa px 2,25 auf die Gegenwart von Vi-Antigen be- 
ruhen. Auch Ogonuki setzt die §.A. der Vi-haltigen Typhus- 
bazillen bei px 2,65—2,95 auf Kosten des Vi-Antigens. Gelegent- 
lich wird bei etwa pu 3,5—3,8 ein Optimum angegeben, aber es ist 
wahrscheinlich, da es sich hier um eine §.A. handelt, deren Opti- 
mum bei einer noch niedrigeren px liegt und dessen Randzone noch 
erfaBt wird, wenn man sich auf den Acetatpuffer beschrankt, der 
nur bis etwa px 3,2 reicht. 


Wir wollen im folgenden nur die I. Zone bei px etwa 4,4 und 
die II. Zone bei pu etwa 2,0—3,0 betrachten. Diese beiden Zonen 
sind sicher ihrem Wesen nach verschieden, kénnen sich aber unter 
geeigneten Umstanden so in die Breite entwickeln, daB sie inein- 
ander tbergehen. 


Da es als erwiesen gelten kann, daB die I. Zone mit dem 
Geifelantigen, d.n. dem H-Antigen zusammenhingt, bleibt nur 
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die Frage zu kliren, worauf die II. Zone von px 2,0—3,0 beruht. 
Dafiir kommen die O-, Vi- und R-Antigene in Betracht. 

Das O-Antigen soll fiir die §8.A. keine Rolle spielen (Malek, 
Ogonuki, Scholtens u.a.). Bliebe also fiir die II. Zone nur das 
Vi- und R-Antigen verantwortlich. 

Ks ist bekannt, da8 frische Vi-haltige Typhusstémme nicht nur 
O-inagglutabel bei der spezifischen Serumagglutination sind, 
sondern auch keine oder nur eine angedeutete 8.A. geben. Je mehr 
Vi-Antigen vorlegt, desto mehr ist die 8.A. eingeengt oder ganz . 
gehemmt, vgl. die 8.A. der Vi-haltigen Staémme Ty 2, D, Vi 1 und 
P.T.C. Ostafrika in der Tab. I. Erhitzt man eine Suspension Vi- 
haltiger Stémme auf 100° fiir 10—15 Minuten, dann kann man in 
typischen Fallen eine Erscheinung beobachten, die in der Tabelle I 
bei D am reinsten, aber auch noch sehr deutlich beim P.T.C. 
Ostafrika auftrat. In anderen hier nicht wiedergegebenen Ver- 
suchen trat sie bei 6 aus einer Pariser Epidemie frisch isolierten 
Stimmen (A—F bezeichnet), zu denen der Stamm D gehorte, in 
eben dieser Form auf. Sie laéBt sich nicht immer reproduzieren und 
zu ihrem Zustandekommen schien es vorteilhafter zu sein, wenn die 
betreffende waBrige Bakteriensuspension bereits etwa 2 Tage bei 
Zimmertemperatur gestanden hatte. 

Die Beobachtung ist an und fiir sich nicht neu, sondern u. a. 
von Ogonuki gemacht worden, insofern die iiberstehende Fliissig- 
keit mit spezifischem Vi-Serum eine Komplementbindung gab 
(Ogonuki und Abe). Des Erhitzen beseitigt die H-Flockung bei 
pu etwa 4,4, da wo sie vorhanden war und brachte die Agglutination 
in der II. Zone hervor, die urspriinglich nicht oder nur angedeutet 
oder nur bei 2,2 px vorhanden war. Man gewinnt den Eindruck, 
da8B das Erhitzen eine Hemmung beseitigte, und daB andererseits 
nicht die erhitzten Bakterien agglutiniert werden, die nach 
Waschung allein keine Agglutination zeigen, sondern da8B es sich 
um eine Prizipitation der hemmenden Substanz handelt, die in der 
iiberstehenden Fliissigkeit vorhanden ist. 

Nun kénnte man folgern: Die unerhitzten Bakterien geben 
keine Agglutination in der II. Zone, da sie das Vi-Antigen daran. 
hindert. Dieses verschwindet beim Erhitzen, bleibt aber in der 
Lésung, so daB die §.A. der erhitzten Bakterien in dieser Zone 
durch die Prizipitation des Vi-Antigen erfolgt, denn die erhitzten 
Bakterien allein geben keine §.A., sondern nur das Waschwasser. 
Also hat die §.A. in dieser Zone mit dem Vi-Antigen zu tun. Das 
Vi- Antigen ist siureagglutinabel (nach Ogonuki bei px 2,65). Aber 
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in der V-Form (d.h. ,,v‘iel Vi-Antigen) hemmt es die S.A., die 
dann nur nach Erhitzen (oder anderen Eingriffen, die zur Zer- 
stérung bzw. Trennung des Vi-Antigens vom Bazillenleib fihren) 
in obiger Weise stattfinden kann und nur in der W-Form (d. h. 
,wenig Vi-Antigen) kann es in der II. Zone zu einer S.A. kommen, 
die dann auf Vi-Antigengegenwart beruht. 

Diese Ansicht scheint von Ogonuki, Malek und Scholtens 
geteilt zu werden. Ist sie richtig, dann diirfte das obige Phanomen 
nur bei Vi-haltigen Stammen auftreten. Dem widerspricht aber 
in gewissem Grade das Verhalten des Ty 8, der kein Vi enthalt, 
sowie ferner der Umstand, daB es zu einer Prazipitation der tiber- 
stehenden Flissigkeit nach Zentrifugierung der erhitzten Bakterien 
auch bei dem Girtner- und Schottmiller-Stamm kam. 
Andererseits kénnte das Vi den Bakterien so fest anhaften, daB es 
durch die Erhitzung nicht in Lésung geht und somit die gewaschenen 
und erhitzten Bazillen noch séiureagglutinabel sind, wie das bei 
Ty 2 und Vil der Fall zu sein scheint. Aber das gleiche Verhalten 
zeigen der sicher Vi-freie Ty H 901 sowie die Vi R-Form, auch 
bleiben die Gartner- und Schottmiller-Stémme nach dem 
Erhitzen und Waschen saureagglutinabel, obwohl! die iiberstehende 
Flissigkeit reichlich prazipitierbare Substanz aufweist. Die An- 
nahme, daB das O-Antigen hierfiir verantwortlich ist, ist ganz un- 
wahrscheinlich. Zunachst kommt die II. Zone bei den Vi-losen 
O 901 und H 901-Stammen in unerhitzter Form wenig oder gar 
nicht zum Ausdruck, jedenfalls ungleich schwiacher als in der er- 
hitzten Form, aber da bei Ty H 901 die erhitzten Bakterien nach 
Waschung die II. Zone noch deutlicher zeigten, so ist auch hier mit 
der iiberstehenden Fliissigkeit wahrscheinlich eine hemmende 
Substanz entfernt. Bei der letzten k6nnte man an die H-Substanz 
denken, die durch das Erhitzen eine Verschiebung des i. P. von etwa 
4,4 pn auf px 2—3 erfahren haben kénnte, aber niaher liegt die 
Annahme, da8 durch das Erhitzen auch O-Substanz in Lésung geht 


und somit, wie bei Ty 0 901 und Gartner die erhitzten Bazillen 


besser agglutinieren als die unerhitzten. Die O-Substanz ist ihrer 
soweit bekannten chemischen Natur nach nicht saéureagglutinabel, 
ist aber andererseits auch in der iiberstehenden Fliissigkeit von 
unerhitzten und erhitzten Bazillen mittels Komplementbindung 
(Ogonuki) nachgewiesen worden. 

SchlieBlich deutet das Verhalten der Vi-Rauh-Formen, die von 
vornherein ein kaum nachweisbares O enthielten (Kauffmann) 
und in vorliegendem Falle die Vi-Agglutinabilitaét eingebiiBt hatten, 
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darauf hin, daB die S.A. der erhitzten Bakterien, soweit sie dieselbe 
auch nach Waschen noch aufwiesen, auf der §.A. des R-Antigens 
beruht. Wenn die erhitzten und dann gewaschenen Bakterien keine 
S.A. aufweisen, kénnte das daran liegen, daB die Erhitzung nicht 
geniigte, um alles Vi- und O-Antigen in Lésung zu bringen. 

Der in den Versuchen der Tab. 1, IJ und IV zur Verwendung 
gelangte Ty O 901-Stamm wurde auf einer Agarkultur plétzlich 
rauh und mit einer frischen Suspension dieser R-Form wurde ein 
der Tab. I analoger Versuch gemacht (Tab. Ia). Was hier beim 
Glatt-Rauh-Formenwechsel tatsachlich vor sich geht, bedarf noch 
eingehender Untersuchung. Jedenfalls erhielt man das gleiche 
Bild, wie der Schottmillersche Paratyphus-Keim zeigte und 
wenigstens in der erhitzten Form der Gartner- Bacillus aufwies, 
die beide kein Vi-Antigen haben. Offensichtlich ist bei der R-Form 
des Ty O 901 die hemmende Wirkung des O-Antigens fortgefallen 
und was dann an agglutinabler Substanz noch iibrig bleibt, ist eben 
das noch hypothetische R-Antigen. 

Die Zerstérung des Vi-Antigens ohne gleichzeitige Schadigung 
des O-Antigens kann nach Kauffmann durch Einwirkung einer 
n/1-HCl fiir 20 Stunden bei 87° erfolgen. Als Ergebnis eines solchen 
Versuches in der Tab. II sehen wir hier bei den Vi-haltigen Typhus- 
stimmen das gleiche Bild: Hemmung der S.A. im unerhitzten Zu- 
stand. Nach Erhitzen starkes Hervortreten der II. Agglutinations- 
zone und nach der HCl-Behandlung ein Schwinden dieser Zone und 
deutliches Auftreten der I. Zone. Wir deuten diese Erscheinung 
dahin, daB mit dem Erhitzen eine hemmende Substanz den Bacillus 
verlassen hat und dann in der Lésung eine Prazipitation gibt, die 
den Eindruck der §.A. in der II. Zone macht. Diese Substanz kann 
Vi sein, kann aber auch ,,O‘ sein, das aber selbst nicht prazipitiert 
und die Agglutination beruht dann auf dem R-Antigen: So bei den 
Staimmen O 901, H 901, 3. Gartner, Schottmiller. Da, wo 
weder O noch Vi in nachweisbaren Mengen vorhanden ist, tritt 
bereits unerhitzt die R-Agglutination auf, die durch Erhitzen keine 
Anderung. erfahrt. 

Was hat nun die Salzsiure bewirkt: Es ist der Sachlage nach 
moglich, da8 die lange EKinwirkung der starken Sdure den Vi- 
Komplex so gespalten hat, da8 der Polysaccharidlipoidkomplex, 
soweit er nicht hydrolysiert wurde, ebenso inagglutinabel wurde, 
wie es das O-Antigen ist und die Polypeptidgruppe, die dem Vi- 
Antigen die Saureagglutinabilitat gewahrleistet, ist abgespalten 
und allein noch zur Saureagglutination (aber in der I. Zone) fahig. 








Y 
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Andererseits kénnté die §.A. der mit HCl behandelten Bakterien 
auf dem H-Antigen beruhen. Dafir spricht das Agglutinationsbild 
der Schottmiiller, Ty 3- und Ty H 901-Bakterien, zumal der 
H-lose Ty 0 901 iiberhaupt keine S.A. nach HCl-Behandlung gibt. 
Jedoch haben Girtner-Bakterien, die mit O 901 das O-Antigen 
gemeinsam haben, ein H-Antigen und verhalten sich doch wie die 
H-losen O. 901-Bakterien. Dazu kommt der merkwirdige Ausfall 
des Versuches in der Tab. IIT, der nur Vi-haltige Stémme beriick- 
sichtigt. Bei diesen Stimmen war das Erhitzen der unbehandelten 
Bakterien wirkungslos. Das Vi war anscheinend zu fest gebunden, 
um bei dem Erhitzen von 10 Minuten bei 100° in Lésung zu gehen 
und dadurch seine die §.A. hemmende Wirkung zu verlieren. Die 
Salzsiurebehandlung hat eine starke 8.A. erméglicht, die sich bei 
Ty Vil iiber die ganze I. und II. Zone erstreckt. Vergleichen wir 
den Vi R- mit dem Vi1-Stamm: Obwohl der Vi R kein nachweis- 
bares Vi mehr enthielt (mit Anti-Vi-Immunserum gepriift) und 
daher auch unerhitzt keine Hemmung in der II. Zone zeigte, zeigen 
die HCl-behandelten Bakterien das gleiche Bild der §.A. Das kann 
also hier nur auf dem R-Antigen beruhen. . Merkwiirdigerweise ver- 
lieren alle mit HCl behandelten Vi-Bakterien in der Tab. IIT nach 
Erhitzen der (abgeschleuderten und resuspendierten) Bakterien auf 
100° fiir 10—15 Minuten ihre §.A. in der II. Zone und behalten sie 
ir der I. Zone, die dem H-Antigen zugeschrieben zu werden pflegt, 
das aber bei den Ty 708, Vi1 und 6 ,,S‘‘-Stammen so gut wie nicht 
vorhanden ist. | 

Zusammenfassend lift sich tber die Versuche mit der HCl- 
Behandlung der Bakterien sagen, da®i sie zur Frage, ob das Vi- 
Antigen (d. h. em durch HCl-Eimwirkung abgespaltener Polypeptid- 
bestandteil desselben) oder das R-Antigen fiir die beobachteten 
Erscheinungen verantwortlich ist, keine Klarheit gebracht haben. 
Die Versuche zeigen manche zur Zeit nicht erklirbare Erschei- 
nungen und miissen, gestiitzt auf chemische Analyse der beteiligten 
Antigene, fortgesetzt werden. 

Ein weiteres Verfahren, den Typhusbazillen das O- und Vi- 
Antigen zu entziehen, ist mit dem Verfahren von Boivin gegeben, 
diese Antigene mittels Trichloressigsiure in der Kalte auszu- 
ziehen. Bekanntlich geschieht dies mit der von Boivin ange- 
gebenen Methode nicht quantitativ, so daB man zur Verstirkung des 
Extraktionseffektes die Bakterien vorher einer Trypsinbehandlung 
zu unterziehen empfohlen hat. Es war anzunehmen, da8 die An- 
wendung der Siureagglutination auf Bakterien, die auf diese Weise 





Bedeutung der Antigenstruktur der Salmonellabakterien usw. 145 


mindestens einen wesentlichen Teil ihrer O- und Vi-Antigene ver- 
loren haben, Aufschliisse iiber die Rolle dieser Antigene fir das 
Zustandekommen der §.A. geben konnte. 

Die auf Agar gewachsenen Bakterien wurden zunichst einer 
Trypsineinwirkung unterzogen und dann anschlieBend mit Trichlor- 
essigsiure nach Boivin extrahiert. Die so behandelten Bakterien 
Ty O. 901 und Ty 3 verhielten sich bei der Sdureagglutination vollig 
inagglutinabel, ob unerhitzt oder 10 Minuten auf 100° erhitzt. Ver- 
' gleichsweise zeigen die Tab. I und II, daB die nicht mit Trypsin 

und Trichloressigsiure vorbehandelten Bakterien in erhitztem (bei 
Ty 3 in unerhitztem) Zustand eine gute S.A. aufwiesen. 

Bei Vi-haltigen Bakterien ist an und fiir sich bekannt, daB die 
Trichloressigsiure in der von Boivin empfohlenen Methode auch 
das Vi-Antigen extrahiert. Aber es war fraglich, ob fiir die §.A. 
die vorausgehende Behandlung mit Trypsin eine Rolle spielt. Das 
H-Antigen ist durch tryptische Verdauung zerstérbar und das Vi- 
Anti -n enthalt héchstwahrscheinlich eine Gruppe von Polypeptid- 
charakter, die vielleicht ebenfalls tryptisch angreifbar ist (zumal es 
Phagen gibt, die selektiv das Vi-Antigen angreifen). 

Daher wurde eine Reihe von Bakterienstimmen mit und ohne 
vorausgegangene Trypsineinwirkung dem Boivinschen Verfahren 
der Trichloressigsiureextrahierung unterzogen. Die Bakterien 
wurden dann gewaschen, in Aqua dest. resuspendiert und gaben bei 
der §.A. das Ergebnis der Tab. IV. 

Danach hat die vorausgegangene tryptische Verdauung weit- 
gehend dazu beigetragen, da8B die folgende Trichloressigsiure- 
extraktion den Bakterien die Fahigkeit zur S.A. nimmt, ausgenom- 
men die Vi 1-Bakterien. Erhitzen der so vorbehandelten Bakte- 
rien auf 100° andert ihre §.A. nicht. Die merkwiirdigerweise bei 
dem Ty 2-Stamm nach dem Erhitzen auftretende §.A. bei pu 4,4 
bleibt zunichst unverstiandlich. Da die O- und Vi-Antigene weit- 
gehend extrahiert wurden (der Extrakt zeigte die charakteristische 
Opalescenz in ausgeprigtem MaBe), das H-Antigen durch tryptische 
Verdauung zerstért wird, so bliebe noch das an und fir sich saure- 
agelutinable R-Antigen iibrig, aber da eine 8.A. ausbleibt, ist die 
tryptische Verdauung des R-Antigens in Erwégung zu ziehen. 
(Was bleibt an Antigen noch iibrig, da doch nach Trypsin- und 
Trichloressigsiureeinwirkung zwar eine sehr viel geringere, aber 
doch noch erkennbare Bakterienmasse vorhanden war?) Die ohne 
vorausgegangene Trypsineinwirkung vollzogene Trichloressigsdure- 
extraktion hat jedenfalls vergleichsweise den Bakterien eine bessere 
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Andererseits kénnte die §.A. der mit HCl behandelten Bakterien 
auf dem H-Antigen beruhen. Dafiir spricht das Agglutinationsbild 
der Schottmiiller, Ty 3- und Ty H 901-Bakterien, zumal der 
H-lose Ty 0 901 iiberhaupt keine 8.A. nach HCl-Behandlung gibt. 
Jedoch haben Giartner-Bakterien, die mit O 901 das O-Antigen 
gemeinsam haben, ein H-Antigen und verhalten sich doch wie die 
H-losen O. 901-Bakterien. Dazu kommt der merkwiirdige Ausfall 
des Versuches in der Tab. III, der nur Vi-haltige Staémme beriick- 
sichtigt. Bei diesen Stiimmen war das Erhitzen der unbehandelten 
Bakterien wirkungslos. Das Vi war anscheinend zu fest gebunden, 
um bei dem Erhitzen von 10 Minuten bei 100° in Lésung zu gehen 
und dadurch seine die §.A. hemmende Wirkung zu verlieren. Die 
Salzsdurebehandlung hat eine starke S.A. erméglicht, die sich bei 
Ty Vil iiber die ganze I. und II. Zone erstreckt. Vergleichen wir 
den Vi R- mit dem Vi1-Stamm: Obwohl der Vi R kein nachweis- 
bares Vi mehr enthielt (mit Anti-Vi-Immunserum gepriift) und 
daher auch unerhitzt keine Hemmung in der II. Zone zeigte, zeigen 
die HCl-behandelten Bakterien das gleiche Bild der §.A. Das kann 
also hier nur auf dem R-Antigen beruhen. . Merkwiirdigerweise ver- 
lieren alle mit HCl behandelten Vi-Bakterien in der Tab. III nach 
Erhitzen der (abgeschleuderten und resuspendierten) Bakterien auf 
100° fiir 10—15 Minuten ihre §.A. in der II. Zone und behalten sie 
in der I. Zone, die dem H-Antigen zugeschrieben zu werden pflegt, 
das aber bei-den Ty 708, Vil und 6 ,,S‘‘-Stammen so gut wie nicht 
vorhanden ist. 

Zusammenfassend lift sich iiber die Versuche mit der HCl- 
Behandlung der Bakterien sagen, daB sie zur Frage, ob das Vi- 
Antigen (d. h. ein durch HCl-Emwirkung abgespaltener Polypeptid- 
bestandteil desselben) oder das R-Antigen fiir die beobachteten 
Erscheinungen verantwortlich ist, keine Klarheit gebracht haben. 
Die Versuche zeigen manche zur Zeit nicht erklirbare Erschei- 
nungen und miissen, gestiitzt auf chemische Analyse der beteiligten 
Antigene, fortgesetzt werden. 

Ein weiteres Verfahren, den Typhusbazillen das O- und Vi- 
Antigen zu entziehen, ist mit dem Verfahren von Boivin gegeben, 
diese Antigene mittels Trichloressigsiure in der Kalte auszu- 
ziehen. Bekanntlich geschieht dies mit der von Boivin ange- 
gebenen Methode nicht quantitativ, so daB man zur Verstirkung des 
Extraktionseffektes die Bakterien vorher einer Trypsinbehandlung 
zu unterziehen empfohlen hat. Es war anzunehmen, daB die An- 
wendung der Siureagglutination auf Bakterien, die auf diese Weise 


% 





Bedeutung der Antigenstruktur der Salmonellabakterien usw. 145 


mindestens einen wesentlichen Teil ihrer O- und Vi-Antigene ver- 
loren haben, Aufschliisse iiber die Rolle dieser Antigene fiir das 
Zustandekommen der §.A. geben konnte. 

Die auf Agar gewachsenen Bakterien wurden zunichst einer 
Trypsineinwirkung unterzogen und dann anschlieBend mit Trichlor- 
essigsiure nach Boivin extrahiert. Die so behandelten Bakterien 
Ty O. 901 und Ty 3 verhielten sich bei der Sdéureagglutination véllig 
inagglutinabel, ob unerhitzt oder 10 Minuten auf 100° erhitzt. Ver- 
gleichsweise zeigen die Tab. I und II, daB die nicht mit Trypsin 
und Trichloressigsiure vorbehandelten Bakterien in erhitztem (bei 
Ty 3 in unerhitztem) Zustand eine gute S.A. aufwiesen. 

Bei Vi-haltigen Bakterien ist an und fiir sich bekannt, daB die 
Trichloressigsiure in der von Boivin empfohlenen Methode auch 
das Vi-Antigen extrahiert. Aber es war fraglich, ob fiir die §.A. 
die vorausgehende Behandlung mit Trypsin eine Rolle spielt. Das 
H-Antigen ist durch tryptische Verdauung zerstérbar und das Vi- 
Antigen enthalt héchstwahrscheinlich eine Gruppe von Polypeptid- 
charakter, die vielleicht ebenfalls tryptisch angreifbar ist (zumal es 
Phagen gibt, die selektiv das Vi-Antigen angreifen). 

Daher wurde eine Reihe von Bakterienstimmen mit und ohne 
vorausgegangene Trypsineinwirkung dem Boivinschen Verfahren 
der Trichloressigsiureextrahierung unterzogen. Die Bakterien 
wurden dann gewaschen, in Aqua dest. resuspendiert und gaben bei 
der §.A. das Ergebnis der Tab. IV. 

Danach hat die vorausgegangene tryptische Verdauung weit- 
gehend dazu beigetragen, daB die folgende Trichloressigsaure- 
extraktion den Bakterien die Fahigkeit zur S.A. nimmt, ausgenom- 
men die Vi 1-Bakterien. Erhitzen der so vorbehandelten Bakte- 
rien auf 100° andert ihre §.A. nicht. Die merkwiirdigerweise bei 
dem Ty 2-Stamm nach dem Erhitzen auftretende 8.A. bel pu 4,4 
bleibt zunichst unverstiandlich. Da die O- und Vi-Antigene weit- 
gehend extrahiert wurden (der Extrakt zeigte die charakteristische 
Opalescenz in ausgeprigtem Ma8e), das H-Antigen durch tryptische 
Verdauung zerstért wird, so bliebe noch das an und fir sich saure- 
agglutinable R-Antigen iibrig, aber da eine §.A. ausbleibt, ist die 
tryptische Verdauung des R-Antigens in Erwagung zu ziehen. 
(Was bleibt an Antigen noch iibrig, da doch nach Trypsin- und 
Trichloressigsiureeinwirkung zwar eine sehr viel geringere, aber 
doch noch erkennbare Bakterienmasse vorhanden war?) Die ohne 
vorausgegangene Trypsineinwirkung vollzogene Trichloressigsdure- 
extraktion hat jedenfalls vergleichsweise den Bakterien eine bessere 
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S.A. belassen, aber merkwirdigerweise wird diese im bemerkens- 
werten Gegensatz zur Tab. I durch das Erhitzen auf 100° nicht 
deutlicher. 

Zur Erklirung war nétig, die Trypsineinwirkung allein zu stu- 
dieren, und da diese in einem alkalischen Milieu (#/,;, Mol. Na,HPO,- 
Lésung) stattfand, so war zur Kontrolle erforderlich, die Bakterien 
iiber die gleiche Zeit der tryptischen Einwirkung hin auch der 
1/,, Mol. Na,HPO,-Liésung auszusetzen. Der Versuch zeigte, da8 
letzteres durchaus nicht gleichgiiltig war. Denn wahrend die Suspen- 
sionen von z. B. Paraty C, Gartner, Ty 2, H 901 in der Kontrolle 
fast die gleiche Triibung aufwiesen wie das ‘lrypsinbakterien- 
gemisch, war die Kontrollsuspension bei den O 901, D-Bakterien 
wesentlich aufgehellter wie das Trypsingemisch und dement- 
sprechend auch ein zum Teil wesentlich geringerer Prozentsatz von 
Bakterien iibriggeblieben, was die Versuche mit Saureagglutination 
erschwerte. 

Die Deutung der Ergebnisse der mit Trypsin vorgenommenen 
Versuche der Séureagglutination, wie sie die Tab. Va, Vb und Ve 
zeigen, ist vorlaufig noch nicht in befriedigender Weise mdglich. 
Das Verhalten der von Trypsin angedauten Bakterien ist jedenfalls 
nicht einheitlich. Dem angenommenen Eiweifcharakter des 
H-Antigens entsprechend war vorauszusehen, da8 da, wo die un- 
erhitzten normalen Bakterien eine §.A. bei px etwa 4,4 zeigten, diese 
bei den mit Trypsin behandelten nicht mehr vorhanden war, merk- 
wiirdigerweise aber nach Erhitzen der trypsinbehandelten Bakterien 
wieder auftrat, wie bei Ty 2- und Schottmiiller-Bakterien in 
Tab. Va. Die 8.A. bei px 2—3 konnte nach Trypsinbehandlung 
starker, aber auch schwacher ausfallen wie bei den normalen 
Bakterien. Immer aber steigerte die nachtrigliche Erhitzung die 
S.A. in dieser IT. Zone. 

Vergleicht man den gleichen Stamm in der Glatt- und Rauh- 
form wie beim Ty O 901-Stamm im Versuch der Tab. Vb, so sieht 
man, daB die trypsinbehandelten Bakterien sich bei der §.A. ver- 
hielten wie die unvorbehandelten. Die Schwierigkeit der Deutung 
dieser Versuche erhellt aus den Angaben der Tab. Ve, in der die 
Trypsineinwirkung verglichen wurde mit der durch das alka- 
lische Milieu allein. Die Wirkung des letzteren ist oft nicht 
von der Trypsineinwirkung zu unterscheiden, nur ist bei allen 
H-haltigen Staémmen in der alkalischen Kontrolle das H-Antigen- 
Sdureagglutinationsoptimum erhalten, was durch Trypsin zer- 
stért wurde. 
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Diese Versuche sind auf breiter Basis zu wiederholen unter 
besonderer Beriicksichtigung der isolierten Antigene. Die Methode 
von Boivin scheint dafiir nicht geeignet zu sein, denn es gelang 
bisher in keinem Falle, mit dem dialysierten Trichloressigsaure- 
extrakt mit und ohne vorausgegangener Trypsinbehandlung eine 
Saureprazipitation zu erzielen. Nach 48stiindigem Stehen bei 37° 
war beim Versetzen von 2 ccm Pufferlésung mit 1 cem Extrakt bei 
pu etwa 2,2 eine Spur von kérnigem Bodensatz zu erkennen, die 
aber nicht das Aussehen einer typischen §8.A. hatte. In starkem 
Gegensatz dazu war es leicht, mit den in der iiberstehenden Fliissig- 


keit nach Erhitzen von O und O + Vi-haltigen Stammen eine 
Sdureprizipitation zu erzielen. 


Zusammenfassung 


Die Saureagglutination (S.A.) der Typhus- und verwandten 
Salmonellakeime ist noch in vielen Einzelheiten unklar. Das Vi- 
Antigen ist zwar an sich séureagglutinabel, hemmt aber die S.A. 
der Typhusbazillen in dem Mae, als es vorhanden ist. In der 
V-Form ist die Hemmung vollstandig, in der W-Form nicht ge- 
nigend, um eine §.A. in der pu-Zone etwa 2—38 zu erméglichen. 
Ks bleibt aber noch fraglich, ob diese §.A. auf dem vorhandenen 
Vi-Antigen beruht oder durch das R-Antigen bedingt ist. Auch das 
O-Antigen hemmt die §.A., und da, wo es ebenso wie das Vi durch 
Krhitzen geniigend entfernt wird, kann eine §.A. auf Grund des 
R-Antigens  zustandekommen. Die Bedeutung der Salzsaure- 
einwirkung auf die Typhusbazillen fiir deren S.A. ist noch uniiber- 
sichtlich zur Entscheidung obiger Frage. Die nach Boivin durch 
Trichloressigsféureextraktion an O- und Vi-Antigen mehr oder 
weniger verarmten Bakterien zeigen in der Regel keine §.A. in der 
pu 2—3-Zone, gleichgiiltig ob nur O- oder auch Vi-haltig. Aber es 
ist anzunehmen, da dieses Extraktionsverfahren auch das R-Anti- 
gen in Mitleidenschaft zieht und daher zur Entscheidung obiger 
Frage nicht geeignet ist. 
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‘Vorschlag fiir ein Prifungsverfahren der zur Simultanimpfung 
der Schweine benutzten Rotlaufkulturen 


Von 


Albert Demnitz und Kurt Driger 





(Aus den Behring-Werken, Marburg/Lahn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Mai 1942) 


Obwohl seit ttber 40 Jahren in Deutschland und anderen 
Landern die Schutzimpfung der Schweine in Form der Simultan- 
impfung durchgefiihrt wird, gibt es noch kein Priifungsverfahren fiir 
die bei der Simultanimpfung mit verwendete Schweinerotlaufkultur, 
das uns iiber die Kignung der einzelnen Stamme zur Herstellung von 
Impfkulturen einen befriedigenden Aufschlu8 gibt. Alljaéhrlich wird 
iiber Impfversager geklagt, fiir die entweder das Rotlaufserum oder 
die Rotlaufkulturen, zu weit vorgeschrittene Domestizierung der 
Schweinebestande, fehlerhafte Fiitterung und Haltung und andere, 
weniger haufig in Erscheinung tretende Faktoren verantwortlich 
gemacht werden. Im Rahmen unserer Arbeiten interessierte uns in 
erster Linie die Frage, ob und in welchem Umfange Rotlaufserum 
und Rotlaufkulturen als Ursache von Miferfolgen im AnschluB an 
die Schutzimpfungen in Frage kommen. Die Beantwortung dieser 
Frage ist keineswegs einfach, weil lediglich das Rotlaufserum der 
Standardisierung unterliegt. 

Fir die zur Herstellung von Impfkulturen verwendeten 
Schweinerotlaufstamme gibt es bislang noch kein Prifungs- 
verfahren, das eine staatliche Anerkennung gefunden hat. Jahre- 
lange Beobachtungen in der tierirztlichen Praxis leBen daher 
berechtigte Zweifel an der qualitativen Gleichartigkeit der Impf- 
kulturen aufkommen. Wir haben infolgedessen Arbeiten durch- 
gefiihrt, die uns Aufschlu8 iiber das Bestehen gewisser Unterschiede 
zwischen den einzelnen Rotlaufstémmen geben sollten. Es war zu 
prifen, welche Anforderungen man an einen Rotlaufstamm zu 
stellen hat, der zur Herstellung von Impfkulturen fiir die Simultan- 
impfung am Schwein verwendet wird. Diese Untersuchungen 
erstreckten sich nicht nur auf Unschadlichkeitspriifungen, sondern 
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sie hatten auch den Zweck, einen méglichst tiefen Einblick in die 
pathogenen und immunisierenden Eigenschaften emer Reihe von 
Rotlaufstammen zu gewahren. Es sei vorweg bemerkt, daB wir nur 
solche Schweinerotlaufstimme auswahlten, deren Kolonien auf Agar 
einwandfreie Glattformen darboten. Stamme, die Rauhformen oder 
Ubergangsformen auf der Agar- und der Drigalskiplatte zeigten, 
wurden ausgesondert ; durch frihere Erfahrungen war uns bekannt, 
daB in Rauhformen wachsende Stémme ein ungeeignetes Im- 
munisationsantigen sind. Wir haben in eingehenden Vorunter- 
suchungen den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Rotlaufbakterien in Bouillonfliissigkeiten geprift, und wir haben 
uns ferner bemiiht, die optimalen Verhaltnisse fiir die Herstellung 
der Nahrbéden, fiir den Rhythmus der Uberimpfungen der Kul- 
turen, fir den Wechsel der Nahrbodenpassagen und gewisse Zu- 
sitze zu den Nahrbéden, z. B. in Form von Salzen, festzulegen. 
Fir die Bildung eines Urteils tiber die Eignung verschiedener 
Rotlaufbacillenstimme als Immunisationsantigen kamen zum 
SchluB nur Tierversuche in Frage, die im folgenden besprochen 
werden sollen. 


i. Schweinerotlaufstamm K.u. 


Dieser Stamm wurde, wie die iibrigen Stamme, viele Monate 
lang an weiBben Mausen im Gewicht von 16—18 g auf seine Patho- 
genitét geprift. Wir gingen dabei regelmafBig so vor, da8 wir nach 
18stiindigem Wachstum 0,3 ccm einer 30fachen Bouillonkultur- 
verdiinnung den Mausen intraperitoneal injizierten. Der Stamm 
tdtete 50°/, der Maéuse zwischen dem 7. und dem 10. Tage, wahrend 
er fiir die tibrigen 50°/, nicht pathogen war. Parallel zu diesen 
Mauseversuchen wurde der Stamm an Tauben gepriift. Zu diesem 
Zwecke injizierten wir Tauben 0,5ccm unverdiinnter Kultur 
subkutan am Fliigel. Der Stamm war nicht in der Lage, Tauben 
za t6ten. Ferner wurde der Stamm an Institutsschweinen gepriift, 
zum Teil in Verbindung mit Rotlaufserum, zum Teil ohne Serum. 
Die Schweine zeigten weder lokale noch allgemeine Reaktionen. 
Ein Teil der simultan geimpften Schweine wurde dann der Hoch- 
immunisation mit dem gleichen Stamm unterworfen, wobei wir die 
Kulturmengen bis zu 200 ccm intravenés pro Dosis steigerten. Das 
Serum der hochimmunisierten Schweine wurde dann im Miuse- 
versuch nach dem Verfahren der staatlichen Rotlaufserumpriifung 
ausgewertet. Der mit diesem Stamm erreichte Maximaltiter betrug 
10 IE im ccm. Die Schweine wurden im Anschlu8 an die Hoch- 
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immunisierung getétet, seziert und eingehend auf pathologisch- 
anatomische Verinderungen und bakteriologisch untersucht. Wir 
fanden in jedem Falle Arthritis. 


2. Schweinerotlaufstamm K.p. 


Auch dieser Stamm wurde in gleicher Weise geprift. Seine 
Mausepathogenitaét war so eingestellt, daB die zahlreichen, mit 
diesem Stamm geimpften Miuse regelmé8ig innerhalb 3—4 Tagen 
eingingen. Fur Tauben war der Stamm dagegen nicht pathogen. 


Aus duBeren Griinden konnte dieser Stamm an Schweinen nicht 
geprift werden. 


3. Schweinerotlaufstamm L. 


Der Stamm hat weiBe Méuse im Durchschnitt in 4,5 Tagen 
getdtet, Tauben dagegen in 3—6 Tagen. Schweinen wurde der 
Stamm erstens in Form der Simultanimpfung und Kultur- 
nachimpfung und zweitens ohne Serum nur in Form von 2 Kultur- 
impfungen jeweils im Abstande von 14 Tagen injiziert. Wir 
machten hier erstmalig den Versuch, den Immunititstiter zu be- 
stimmen. Hierzu wurden Blutproben entnommen im ersten Falle 
14 Tage nach der Simultanimpfung und nochmals 14 Tage spater 
nach der Kulturnachimpfung, und im zweiten Falle 14 Tage nach 
der ersten Kulturimpfung und nochmals 14 Tage spater nach der 
zweiten Impfung. Alle Priifungen ergaben auch nicht die Spur 
eines meBbaren Titers. Es wurden nun derartig vorbehandelte 
Schweine in den Hochimmunisationsversuch genommen, der wie 
ablich mit der Injektion von 200 cem Bouillonkultur seinen Ab- 
schluB fand. 14 Tage nach beendeter Hochimmunisation wurden 
den Schweinen abermals Blutproben genommen und der Titer im 
Mauseversuch festgestellt. Der Titer schwankte zwischen 20 und 
75 IE im cem. Beachtlich ist, daB die Sektion keinerlei Anhalts- 
punkte fiir das Vorliegen weder akut noch chronisch entziindlicher, 
fir Rotlauf spezifischer Verainderungen ergab. 


4. Schweinerotlaufstamm F.I. 


Der Stamm tétete in den vielen Monaten mit groBer Regel- 
maBigkeit weiBe Mause zwischen dem 8. und 5. Tage. Tauben 
wurden getétet zwischen 3,5 und 5 Tagen. Schweine wurden in 
einer ersten Reihe der Simultanimpfung plus Kulturnachimpfung, 
in einer zweiten Reihe lediglich einer doppelten Kulturimpfung 
unterworfen. Auch hier wurden die Titerpriifungen jeweils 14 Tage 
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nach den Injektionen durchgefiihrt. Zu einer meBbaren Immun- 
titerbildung ist es nirgends gekommen. Daraufhin wurde die Hoch- 
immunisation bei Schweinen durchgefiihrt. Der Titer ist wber 
20 IE im cem in keinem Falle hinausgegangen. Zu pathologisch- 
anatomischen Verinderungen bei den hochimmunisierten Schweinen 
ist es nicht gekommen. 


5. Schweinerotlaufstamm F.P. 

Dieser Stamm ist der einzige, der Mause mit einer geradezu 
frappierenden GleichmaBigkeit tétete. Die Mause starben zwischen 
dem 2. und 3. Tage. Tauben wurden am 8. Tage getétet. Auch mit 
diesem Stamm wurden Schweine in der gleichen Weise geimpft. 
MeBbare Titer konnten durch die Simultanimpfung plus Kultur- 
nachimpfung bzw. durch die zweimalige Kulturimpfung ohne 
Serumgabe nicht erreicht werden. Die Hochimmunisation ergab 
Titer, die zwischen 20 und 50 IE im cem schwankten. Die Sek- 
tionen der zuvor schutzgeimpften und dann hochimmunisierten 
Schweine ergaben in einem Falle die fiir Rotlauf typische Endo- 
carditis. 

6. Schweinerotlaufstamm M. 

Bei diesem Stamm schwankte die Mausepathogenitat zwischen 
dem 3. und 5. Tage, Tauben wurden in 2 bis 3 Tagen getdtet. Im 
AnschluB an die Schutzimpfungen, die in der oben mehrfach 
erwahnten Art durchgefiihrt waren, wurden Serumproben der 
geimpften Schweine der Titration im Mauseversuch unterzogen. 
Wenn auch ein Titer noch nicht festgestellt werden konnte, so 
starben die Mause bei der Priifung auf 2 IE doch mit deutlicher 
Verzdgerung. Diese deutliche Verzégerung wurde sowohl durch 
das Serum der Schweine der Simultangruppe wie auch der Kulturen- 
gruppe hervorgerufen. AuSerdem verdient vermerkt zu werden, daB 
samtliche geimpften Schweine, besonders aber die Schweine in der 
Kulturgruppe, im AnschluB an die erste Impfung, nicht dagegen im 
Anschlu8 an die Nachimpfung, leicht fieberhaft fiir 4—6 Tage 
reagierten. Die erhéhten Temperaturen haben indessen die Freb- 
luft der Schweine nicht heeintrachtigt. Im AnschluB an die Schutz- 
smpfungen wurden wie stets die Hochimmunisationen durchgefiihrt, 
die Titer zwischen 50 und 75 IE ergaben. Pathologisch-anatomische 
Befunde konnten bei der Sektion nicht erhoben werden. 


7. Schweinerotlaufstamm I. 
Dieser Stamm tétete weiBe Mause im allgemeinen zwischen 
dem 4. und 6. Tage, Tauben dagegen am 38. Tage. Auch mit diesem 





a 

i 

* 

eS 

y 

? 
‘= 





Priifungsverfahren der zur Simultanimpfung der Schweine usw. 153 


Stamm wurden Schweine sowohl in der sogenannten Simultan- wie 
in der Kulturgruppe schutzgeimpft. In der Simultangruppe trat 
nach der ersten Kulturimpfung fiir 4—6 Tage hdheres Fieber ein, 
das im AnschluB an die Kulturnachimpfung in beiden Gruppen 
nicht beobachtet wurde. Gleichzeitig mit dem Fieber fiel in beiden 
Gruppen jeweils nach der ersten Impfung ein gewisser steifer Gang 
auf. In dem tblichen Intervall wurde jeweils nach 14 Tagen der 
Titer der geimpften Schweine im Mauseversuch gepriift. Die Mause- 
prifungen ergaben, da8 erstmalig der Stamm I einen mefSbaren 
Immunitatstiter im AnschluB an die Schutzimpfungen insbesondere 
in der Simultangruppe erzeugt hatte. Es gelang der Nachweis von 
2 Immunitatseinheiten. Im Anschlu8 an die Schutzimpfungen 
wurden Hochimmunisationen durchgefiihrt. Die Titer schwankten 
zwischen 20 und 60 IE. Die Sektionen ergaben tiberraschenderweise 
keine pathologisch-anatomischen Befunde, mit deren Auftreten wir 
wegen der beobachteten Steifigkeiten gerechnet hatten. 


8. Schweinerotlaufstamm E. 


Die Mausepathogenitat schwankte zwischen dem 4. und 6. Tage, 
Tauben wurden am 38. Tage durch den Stamm getétet. Die Schutz- 
impfungen wurden in der sogenannten Simultan- und Kulturgruppe 
durchgefiihrt. In beiden Gruppen reagierten die Schweine jeweils 
nach der ersten Impfung, nicht aber nach der Kulturnachimpfung 
mit héheren Temperaturen fiir 4—6 Tage. Uber das Resultat der 
Schutzimpfungen haben wird uns durch Auswertung der Serum- 
proben der schutzgeimpften Schweine zu orientieren versucht. Die 
Auswertungen ergaben, da8B durch die Schutzimpfungen in beiden 
Gruppen ein Titer von 2 Immunitatseinheiten erzeugt werden konnte. 
Die Hochimmunisierung ergab trotz giinstig verlaufener Schutz- 
impfungsergebnisse lediglich Titer, die zwischen 15 und 20 IE 
schwankten. Die durchgefiithrten Sektionen zeigten in einem Falle 
typische Rotlaufendocarditis. 


Aus den vorstehenden Versuchen schlieBen wir, da8 die Mause- 
pathogenitét tiber die HKignung eines Rotlaufstammes als Im- 
munisationsantigen fiir Schweine nichts aussagt. Wir hatten schon 
friher ahnliche Beobachtungen gemacht und gefunden, daB z. B. 
ein Rotlaufstamm, der durch eine gleichmaBige Mausepatho- 
genitat auffiel — er tétete Mause regelmafBig zwischen dem 3. und 
4.Tage —, als Immunisationsantigen in der Praxis vollkommen 
versagte. Es ist bezeichnend, daB gerade dieser Stamm Tauben 
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nicht tétete. Auf Grund unserer Beobachtungen miissen wir an- 
nehmen, daB Stamme, die nicht taubenpathogen sind, zur Im- 
munisation von Schweinen grundsatzlich ungeeignet sind. Anderer- 
seits kann man nicht behaupten, daB taubenpathogene Stamme in 
jedem Falle fiir Immunisationszwecke an Schweinen geeignet sind. 
Es ist deshalb unerlaBlich, da8 man auch Schweine zur Priifung der 
Kulturen auf Vertraglichkeit und antigene Energie heranzieht. Die 
Vertraglichkeit haben wir durch Schutzimpfungsversuche von 
Schweinen jeweils in der Simultan- und Kulturgruppe festzustellen 
versucht. Nur dann, wenn es zu fieberhaften Reaktionen kam, 
wurden meSbare Antikérpermengen im Serum der geimpften 
Schweine festgestellt. Wenn die Impfungen in beiden Gruppen ohne 
fieberhafte Reaktion verliefen, konnten Titer nicht nachgewiesen 
werden. Ein Ubergang von nichtmeBbaren zu meBbaren Werten 
konnte im Serum der Tiere festgestellt werden, die mit dem Stamm M 
schutzgeimpft waren. Die Hochimmunisation haben wir durch- 
gefiihrt, um den Wert der verwendeten Stémme als Immunisations- 
antigen zu ermitteln. Die besten Immunisationsergebnisse wurden 
erzielt durch die Hochimmunisation unter Zuhilfenahme des 
Stammes M. Auch mit dem StammI wurden recht beachtliche 
Titer erzeugt. Wenn man die Falle von Arthritis und Endocarditis 
als Ausdruck einer Allergisierung bestimmter Gewebe ansieht, dann 
hat uns die Hochimmunisierung die Stémme aufgewiesen, die zwar 
immunisieren, jedoch als Allergene nachteilig wirken. Es scheint 
kein Zufall zu sein, daB gerade die beiden Stamme K.u. und E. bei 
der Hochimmunisation unbefriedigende Titer ergeben und gleich- 
zeitig zur Ausbildung von Arthritiden und Endocardiditen Anlaf 
gegeben haben. Will man also fiir die Immunisierung von Schweinen 
geeignete Rotlaufstamme auffinden, so kann man sich nur durch 
das Experiment an mehreren verschiedenen Tierarten die not- 
wendigen Anhaltspunkte verschaffen, denn Mause- und Tauben- 
versuch méchten wir nur als orientierende Vorversuche bewertet 
wissen, wahrend die Schutzimpfung von Schweinen mit und ohne 
Rotlaufserum uns tber die Vertraglichkeit der Rotlaufimmuni- 
sationskulturen AufschluB gibt und die Hochimmunisierung mit 
anschlieBender Sektion ein endgiiltiges Urteil tber die Zulassungs- 
fahigkeit eines Rotlaufstammes als Immunisationsantigen fir die 
Rotlaufschutzimpfung zulaBt. 

In unseren zahlreichen Versuchen haben wir ein durchaus 
homogenes Schweinematerial von etwa gleichem Alter und Gewicht, 
das veredelte Hoyaer Landschwein, verwendet, das sich wihrend 
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der ganzen Versuchszeit ausnahmslos eines ausgezeichneten Ge- 
sundheitszustandes erfreute. Bei den von uns beobachteten Aus- 
wirkungen der Impfungen stellt der Faktor Schwein eine einheitliche 
gleichbleibende GréBe dar, so daB es méglich ist, die beobachteten 
Unterschiede in den Reaktionen und sonstige Folgezustinde der 
impfma8nahmen in spezifischer Weise den einzelnen Stammen zur 
Last zu legen. An sich ware es verlockend, die StammeI und E 
zur Herstellung der Rotlaufkulturen fiir die Simultan- und Nach- 
impfungen auszuwihlen, weil sie zu den Stéimmen gehorten, die zu 
meBbaren Erfolgen im AnschluB an die Schutzimpfung (2 IE) ge- 
fiihrt haben. Da aber das von uns gewihlte gesunde und sehr 
resistente Schweinematerial schon mit ho6herem Fieber bis zu 
6 Tagen Dauer reagierte, wiirden voraussichtlich bei weniger 
resistenten und bei latent kranken Tieren bedenkliche, vielleicht 
sogar lebensbedrohende Reaktionen ausgelést werden kénnen. Wir 
halten den Stamm M in immunisatorischer Hinsicht fiir den geeig- 
netsten, weil er sich im Hochimmunisationsversuch als_ bestes 
Immunisationsantigen erwiesen und nicht zu allergischen Ent- 
zundungszustaénden an den bekannten Pradilektionsstellen gefiihrt 
hat. Bei den Schutzimpfungen freilich hat der Stamm noch keinen 
glatt meBbaren Titer ergeben; indessen wissen wir, dah die im 
fliissigen Serum nachweisbaren Schutzstoffe allein nicht den ge- 
samten spezifischen Schutz des geimpften Tieres darstellen. Wir 
haben durch die oben angefiihrten und andere Versuche festgestellt, 
da8B die Rotlautschutzimpfung, selbst wenn sie in Form der Simul- 
tan- und Kulturnachimpfung durchgefihrt wird, in der Regel nicht 
mehr als eine spezifische Steigerung der natiirlichen Abwehrfahig- 
keit der Mikro- und Makrophagen herbeifiihrt. Wenn es also im 
allgemeinen nicht médglich ist, durch die Rotlaufschutzimpfung 
einen meBbaren Antikérpertiter zu erzeugen, so muB jedenfalls 
alles geschehen, um die zur Herstellung der Rotlaufimpfkulturen 
verwendeten Rotlaufstimme eingehend auf Antigeneignung und 
Unschadlichkeit zu priifen. Mégen diese Versuche umstandlich und 
kostspielig sein, sie sind unerlaBlich, weil erst sie uns die gréBt- 
mogliche Sicherheit fiir die Wirksamkeit des Immunisationsantigens 
geben. Da8 wir mit unserem Priifungsverfahren der Rotlauf- 
immunisierungsstimme auf dem richtigen Wege sind, hat uns die 
Praxis bereits bewiesen. 

In der vorstehenden Arbeit haben wir versucht, ein Priifungs- 
verfahren fiir die EKignung verschiedener Rotlaufstémme zur Her- 
stellung von Impfkulturen aufzuzeigen. Die vielfach geiibte Patho- 
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genitaétspriifung allein im Miause- oder Taubenversuch halten wir 
fiir die Bildung eines Urteils tiber die Eignung eines Stammes als 
Immunisationsantigen nicht fir ausreichend. Die Priifungen 
miissen sich auch auf das Schwein selbst erstrecken und missen 
nicht nur die Ungefihrlichkeit, sondern auch die Hignung als 
Immunisationsantigen fiir das Schwein ergeben. Durch die Prifung 
eines Rotlaufstammes auf EHignung als Immunisationsantigen 
miissen folgende Higenschaften liickenlos nachgewiesen werden: 

1. Mausepathogenitat, 

2. Taubenpathogenitat, 

3. Unschadlichkeit fiir das Schwein, 

4. Bewahrung im Hochimmunisationsversuch. 
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Uber Proteasen des Tetanustoxins 
und ihre Beziehungen zum Tetanusspasmin 
Von 


Hermann E. Schultze 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Behringwerke, Marburg a. d. Lahn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1942) 


Wahrend man sich nach allen bisher vorliegenden Verdffent- 
lichungen?) dariiber im klaren ist, daB zwischen dem den Wund- 
starrkrampf auslésenden Tetanusspasmin und dem mit ihm 
gemeinsam in den Kulturfiltraten vorkommenden Tetanolysin 
fur rote Blutzellen keinerlei Bezichungen bestehen, wei man heute 
noch nicht, ob nicht etwa Begleitfermente bei der Entstehung 
der durch das Tetanustoxin ausgelésten Krampfsymptome mit 
beteiligt sind. Zur Zeit semer Entdeckung hielt man das bekanntlich 
thermolabile Toxin selbst fiir ein Enzym?) und erklarte mit dieser 
Annahme scheinbar zwanglos einige pharmakologisch schwer- 
verstandliche Erscheinungen bei der Starrkrampfpathogenese, 
wie die selbst bei gréBten Toxindosen nie fehlende Latenzzeit®) oder 
die Wirkungslosigkeit des Spasmins bei unter 18° gehaltenen 
Fréschen*) sowie seine Reaktionslosigkeit beim gekiihlten isolierten 
Kroétenherz®). Spater ist das Tetanusproblem mehr und mehr mit 
dem EKiwei8problem verkniipft worden, doch haben die griind- 
lichsten der angestellten chemischen Isolierungsversuche®) den 
Nachweis erbracht, da8 das Spasmin als ein Proteosepolypeptid 





1) Kolle, Kraus, Uhlenhuth, Bd. IV,2, 1027, 1041, 3. Aufl.; 
Hans Schmidt, Grundlagen der spezifischen Therapie. S. 849. B. Schultz 
Verlag 1940. 

2) K. Faber, Berl. klin. Wschr. 1890, Nr. 31; Vaillard u. Vincent, 
Ann. Inst. Pasteur, Par. 5, 1 (1890). 

3) Courment u. Doyon, C.r. Soc. Biol. 50, 527 (1898). 

4) Courment u. Doyon, @. r. Soc. Biol. 45, 618 (1893); 50, 344 (1898). 

5) Vel. Sochin Haku, Jap. J. med. Sci., Pharmacol. 8, 39 (1935). 

6) Maschmann, Diese Z. 201, 219 (1931); Eaton, Proc. Soc. exper. 
Biol. a. Med. (Am.) 35, 16 (1936); Eaton u. Gronau, J. Bacter. (Am.) 86, 
423 (1938). 
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aufzufassen ist, dem wechselnde Mengen inaktiven EiweiSes nur als 
Verunreinigungen anhaften und bei dem 20—40°/, des N in einer 
noch unbekannten Form vorliegen. In jiingster Zeit wird die 
Wirkungsweise des Tetanusspasmins wieder mehr mit der von 
Enzymen in Zusammenhang gebracht, wobei man ihm entweder 
aktive Fermenteigenschaften!) zuschreibt oder eine im 
Empfangerorganismus ausgeléste Stérung im Fermenthaushalt, 
insbesondere der die Acetylcholinkonzentration regulierenden 
Cholinesterase‘ vermutet?). Experimentelle Ergebnisse legen 
jedoch auf dem Gebiet der Fermentchemie des Tetanustoxins nur 
sehr sparlich vor. 
I. 


Von proteolytischen Fermenten des Tetanusbacillus ist 
auBer Peptidasen*) eine Gelatine spaltende Proteinase*) bekannt 
geworden. Sie ist aber im Gegensatz zu den durch zahlreiche 
Experimentalarbeiten®) bestens charakterisierten Gelatinasen fast 
aller iibrigen pathogenen, anaeroben Bakterien noch nicht naher 
untersucht worden, was mit ihrem geringen Vorkommen in den 
Kulturfiltraten zusammenhangen diirfte*). Es gelang uns, das 
Gelatine spaltende Ferment durch Ultrafiltration der keim- 
freien Rohtoxine stark anzureichern und seine proteolytischen 
Fahigkeiten zu studieren. Die erhaltenen rohen Konzentrate 
erwiesen sich nur gegeniiber Gelatine wirksam und vermochten 
Casein und Serumalbumin nicht zu spalten, ebenso blieb Clupein 
mit und ohne Zusatz von Cystein und Ferroionen unangegriffen 
(Tab. 1). Bei Ovalbumin wurde zwar eine deutliche Spaltung 
beobachtet, die aber nicht auf eine Proteinase des Tetanustoxins 
zuriickgefihrt werden kann, da auch die unbeimpfte peptonhaltige 
Tetanusbouillon nach der Anreicherung im Ultrafilter mit Ovalbu- 
min eine entsprechend starke Hydrolyse ergab. Mit der Auf- 
klarung dieser Reaktion, die offenbar durch ein Enzym des Ei- 
albumins ausgelést wird und den Eindruck einer hohen Substrat- 
spezifitat der Tetanusproteinase gegeniiber Gelatine nicht zu ver- 





1) Lenorment, Presse méd. 47, 1371 (1939); 48, 1049 (1940). 

*) Hans Schmidt, a.a.O., 8. 884; H. Schaefer, Klin. Wschr. 20. 
209 (1941). 

3) Dernby u. Walbum, Biochem. Z. 188, 505 (1923); Maschmann, 
ebenda 302, 332 (1939). 

4) Dernby u. Walbum, a.a. O. 
6) Vgl. die Zusammenstellung bei H. Schmidt, a. a. Q., S. 820. 
*; Vgl. Maschmann, Biochem. Z. 295, 2 (1937). 
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wischen vermag, sind wir noch beschaftigt. Durch Metallionen oder 
die Sulfhydrylgruppen des Cysteins konnte eine Aktivierung der 
rohen Tetanusgelatinase nicht erzielt werden, ebenso war die 
Hemmung durch Cyanid eine relativ geringfiigige. H,O, war ohne 
nennenswerten Einflu8 auf den Spaltungsverlauf, und der Zusatz 
von Hydroxylamin und Hydrazin erbrachte eine so geringfiigige 
Hemmung, da8 eine Beteiligung von Carbonylgruppen bei der 
Gelatinespaltung sehr unwahrscheinlich ist. Dagegen erwies sich 
die Tetanusgelatinase als sehr empfindlich gegenitiber Formaldehyd 
(Tab. IT), der eine véllige Unterbindung der Proteolyse hervorrief 
und bewirkte, daB das Ferment im Tetanus-Formoltoxoid selbst 
nach Ultrakonzentration nicht nachweisbar war (Tab. VI). Durch 
Pferdeserum wurde das Enzym nicht gehemmt. Kurzes Erhitzen 
auf 70° bei pa 7 fiihrte zu seiner volligen Zerstérung (Tab. IX), 
wahrend eine durch 2taigiges Erwirmen auf 40° bei demselben px 
verursachte Abschwachung durch Cyanidzttsatz teilweise aufgehalten 
werden konnte (Tab. VIII). Das px-Optimum der Tetanus- 
gelatinase lag bei etwa pu 7,0. Bei seiner Ermittlung machten sich 
die in der Ultrakonzentration gleichzeitig anwesenden Peptidasen 
stérend bemerkbar, indem sie sich bei alkalischer Reaktion be- 
sonders in den spiteren Stadien bei der Proteolyse beteiligten, 
doch konnte ihr Mitreagieren durch Cyanidzusatz ausgeschaltet 
werden (Tab. ITI). : 

Bei der Priifung auf Peptidasen dienten Pepton ,,Witte‘‘, 
d,l-Leucylglycin und Glycylglycin als Substrate.. Es zeigte sich, 
daB im Gegensatz zu der recht gleichmaBigen Verbreitung der 
Tetanusgelatinase die Poly- und Dipeptidasen im Tetanustoxin in 
stark wechselnden Mengen vorkommen. In einem Falle konnte 
nach der Konzentrierung eine nur sehr schwache Glycylglycin- 
spaltung beobachtet werden, wahrend in einem anderen Falle 
bereits im Ausgangstoxin wirksame Dipeptidasen nachgewiesen 
werden konnten (Tab. X). In Ubereinstimmung mit den Befunden 
E. Maschmanns?) fanden wir auch in den gewaschenen Ultra- | 
konzentraten eine nur maBige Aktivierung der Dipeptidasen durch 
Cystein allein und eine sehr kraftige durch die Kombination 
Cystein -++ Fe- oder Mn-Ionen. Auch Co” und Zn” wirkten zu- 
sammen mit Cystein stark aktivierend, Cu” und Mg” dagegen nicht. 
Hydrazin beeinfluBte die Dipeptidasenspaltung nicht, H,O, und 
HCHO hemmten miaBig. Eine véllige Hemmung gelang nur durch 





1) Biochem. Z. 302, 335 (1939). 
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Cyanid (Tab. IV). Trotz ihrer Bestindigkeit gegeniiber Form- 
aldehyd konnten wir in einer Mischung von 600 Liter Tetanus- 
Formoltoxoid nach der Konzentration durch Ultrafiltration keine 
Dipeptidasen finden. Offenbar hat aber die langdauernde Warme- 
einwirkung, bei der die Formolbehandlung erfolgte, das Enzym 
zerstért; erwies sich doch die Dipeptidase ohne Substratzusatz 
schon bei 40° als iiuBerst thermolabil (Tab. VIII). Die Prifung der 
Reaktionsabhingigkeit ergab fiir die Glycylglycindipeptidase ein 
stark ausgeprigtes Wirkungsoptimum bei pu 8 (Tab. V). Natives 
Pferdeserum itibte auf die bereits mit Cystein und Fe” aktivierten 
Dipeptidasen noch einen weiteren wirkungssteigernden Einflu8 aus, 
wihrend fermentativ gereinigte Seren das Ferment nicht be- 
einfluBten. 

Die in der Hauptsache auf Polypeptidasen zuriickzufihrende 
Peptonspaltung war bei unseren Versuchen stets schwiicher als die 
Dipeptidasenspaltung. Das Reaktionsoptimum lag ebenfalls bei 
px 8,0, doch konnte bereits bei px 7,0 eine starkere Aktivierung 
durch das System Cystein + Fe" beobachtet werden (Tab. V). 

Kin kurzer Riickblick auf die hier angefiihrten Kigenschaften 
der im Tetanustoxin nachgewiesenen Proteasen lat klar erkennen, 
da8 die in vollaktivem Zustand vorliegende, bei px 7,0 optimal 
wirksame und durch Serum nicht hemmbare Gelatinase eine 
auffallende Ahnlichkeit mit den Gelatine spaltenden Exoenzymen 
des Bac. perfringens), Bac. histolyticus?), Vibrio septicus®), Bac. 
oedematiens*) und des Bac. Chauvoei>) besitzt. DaB ferner die 
Tetanuspeptidasen ihrem Verhalten nach in die groBe Gruppe 
der Anaeropeptidasen des B. perfringens, B. histolyticus, Vibrio 
septicus, B. oedematiens, B. botulinus, B. agni, B. paludis und 
B. sporogenes einzuteilen sind, geht bereits aus den Arbeiten von 
E. Maschmann’) hervor. Dagegen hat unsere Untersuchung un- 
gereinigter Ultrakonzentrate keinen Anhaltspunkt gegeben fiir die 
Anwesenheit einer vom Redoxpotential abhingigen Proteinase 
(Anaerobiase), die zwar in erster Linie zellgebunden, aber nach 





1) Maschmann, Biochem. Z. 295, 1 (1937), 351 (1938); Pozerski u. 
Guélin, C. r. Soc. Biol. 180, 609, 427 (1939); 184, 337 (1940). 

2) Maschmann, Biochem. Z. 295, 391 (1938). 

3) Maschmann, Biochem. Z. 295, 1 (1937). 

*) De Spain, Smith u. Lindsley, J. Bacter. (Am.) 38, 221 (1939). 

5) Maschmann, Biochem. Z. 295, 400 (1938). 

6) Naturw. 26, 791 (1938); 27, 276 (1939); Biochem. Z. 800, 89 (1939); 
302, 332 (1939); 308, 145 (1939); 307, 1 (1940); vgl. auch Ellberg u. Meyer, 
J. Bacter. (Am.) 37, 54] (1939). 
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zahlreichen Beobachtungen?) auch als extrazellulare Proteinase 
in den Kulturfiltraten fast simtlicher angefiihrten anaeroben Bak- 
terien vorkommen soll. Ul 


Als wir uns bemiihten, Bezichungen zwischen den verschiedenen 
Proteasen und dem Spasmin des Tetanustoxins ausfindig zu 
machen, stieBen wir auf die bekannten Schwierigkeiten der Gift- 
bestimmung, die durch dessen Labilitaét bei sehr hohen Ver- 
dinnungen, wie sie fiir die Auswertung bei Kleintieren erforderlich 
sind, bedingt sind 2), 

Wir konnten bestitigen, daB physiologische NaCl-Lésung fir 
die Ermittlung des direkten Giftwertes bei der Maus*) nach 
v. Behring ein sehr ungeeignetes Verdiinnungsmittel ist, denn mit 
1°/,iger peptonhaltiger Bouillon erhielten wir 8—20fach héhere 
tédliche Grenzdosen. Aber auch der als Ma8 fiir die Bindungs- 
fahigkeit des Toxins gegeniiber Tetanusantitoxin dienende in- 
direkte Giftwert lag bei der Verdiinnung mit Peptonbouillon 
etwas héher als bei NaCl-Verdiinnung. Mit Phosphatpuffer von 
pu 7,7 konnte zwar eine bessere Giftstabilisierung beim Verdiinnen 
erzielt werden als mit physiologischer NaCl-Lésung, doch wurde 
die Wirkung der Peptonbouillon vom gleichen px nicht annaéhernd 
erreicht. Noch ungiinstiger als physiologische NaCl-Lésung wirkte 
das zur Aktivierung der Peptidasen benutzte Cystein Fe -Gemisch 
von pu 7,7 auf die Giftstabilitat (Tab. VII). 

Da das Toxin stets gemeinsam und ohne Verluste mit den 
Proteasen durch die Ultrafiltration angereichert wurde, kénnte 
man auf den Gedanken kommen, daB die aktivierten Pepti- 
dasen giftzerst6rend wirken. Ein solcher Effekt le8 sich jedoch 
in einem Autolyseversuch mit einem durch Ultrafiltration hoch 
konzentrierten Tetanustoxin nicht nachweisen. Es zeigte sich 
nimlich nach 120stiindiger Aufbewahrung bei 40° mit und ohne 
Cystein Fe" nicht nur keine auf einen hydrolytischen Zerfall hin- 
weisende Aciditaitszunahme bei der Titration nach Willstatter 





1) Maschmann, Biochem. Z. 295, 1 (1937); 295, 351, 391 (1938); 
Naturw. 26, 139 (1938); Biochem. Z. 297, 284 (1938); Naturw. 27, 628 (1939); 
Biochem. Z. 800, 89 (1939); Weil u. Kocholaty, Biochemic. J. 31, 1255 
(1937); Weil, Kocholaty u. Smith, Biochemic. J. 32, 1685 (1938); 38, 893 
(1939); Van Heyringen, Biochemic. J. 34, 1540 (1940). 

2) Vgl. die diesbeziiglichen Ausfiihrungen vom H. Schmidt, a. a.O., 
S. 850/51. 

8) Die fiir die Tetanustoxin-Auswertungen geeigneteren Meerschweinchen 
standen aus auBeren Griinden nicht zur Verfiigung. 
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und Waldschmidt-Leitz, sondern sogar eine durch Cystein Fe" 
gegeniiber der NaCl-Kontrolle bewirkte Stabilisierung des Spas- 
mins, die allerdings bei Cyanidzusatz noch weiter verstarkt ausfiel 
(Tab. VIII). Es kann somit kein Zweifel bestehen, daB die bei 
Verdiinnungen bei Zimmertemperatur beobachtete Giftzerstérung 
durch ganz andere Faktoren bewirkt wird wie die in der Konzen- 
tration bei 40° erfolgende Abschwichung des Toxins. In beiden 
Fallen kénnen die Anaeropeptidasen héchstens in ganz unter- 
geordnetem MaB8e bei einer Giftabschwichung beteiligt sein. 
Umgekehrt kann eine Steigerung der Spasminwirkung wenig- 
stens fiir die Dipeptidasen nicht in Frage kommen, weil sie durch 
Einwirkung einer Temperatur von 40° bereits zu einem Zeitpunkt 
inaktiv wurden, bei der Spasmin noch stark wirksam ist. Die durch 
Pepton nachweisbaren Polypeptidasen scheinen etwas thermo- 
_resistenter zu sein als die Dipeptidasen, erreichen jedoch nicht die 
Stabilitét der Tetanusgelatinase bei 40°. Diese verhielt sich 
Temperaturerhéhungen gegeniiber wie das Spasmin. Auch besteht 
eine auffallende Parallelitét in der Wirkung, die Cyanid und 
Cystein Fe” auf das Spasmin und die Gelatinase bei 40° ausiiben 
(Tab. VIII). 15 Minuten langes Erwirmen auf 70° inaktiviert 
sowohl die Proteinase wie das Spasmin. Auch die Tatsache, daB 
Formaldehyd den proteolytischen und toxischen Faktor gleicher- 
ma8en hemmt, ist recht eindrucksvoll. SchlieBlich spricht auch die 
gute Ubereinstimmung, die in den verschiedenen Tetanusultra- 
konzentraten (Tab. X) zwischen der proteolytischen Aktivitat 
gegeniiber Gelatine und dem direkten Giftwert zu erkennen ist, 


dafiir, daB diese beiden Biokomponenten des Tetanustoxins in 
naherer Beziehung zueinander stehen. 


Ob das gelatinespaltende Ferment bei der Tetanuspathogenese eine Rolle 
spielt und etwa die Wirkung des Spasmins beeinfluBt, 148t sich noch nicht 
entscheiden, weil der Nachweis einer proteolytischen Aktivitat gegeniiber einem 
genuinen, der Gelatine nahestehenden KérpereiweiB8 noch nicht erbracht ist. 
Nachdem es Maschmann!’) gelungen ist, die Bedeutung der Gelatinasen 
von Gasbranderregern fiir den bei Gasbrandinfektionen auftretenden Binde- 
gewebszerfall durch den gelungenen Nachweis der Kollagenspaltung klar 
herauszustellen, liegt es nahe, ein fiir die Tetanusproteinase geeignetes Substrat 
vor allem in dem vom Spasmin bevorzugt angefallenen Nervenendplatten 


willkiirlicher Muskeln und den motorischen Neuronen des Zentralnervensystems 
zu suchen’), 





1) Biochem. Z. 297, 284 (1938). 
*) Bekanntlich konnte von Marie u. Tiffeneau, Ann. Inst. Pasteur, 


Par. 22, 289 (1908), im Meerschweinchenhirn ein das Tetanustoxin bindendes 
Protein gefunden werden. 
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Besonders interessante Zusammenhiange zwischen Proteinasen 
und Spasmin erbrachte die Untersuchung der beiderseitigen Anti- 
kérper im Tetanusserum. Wir untersuchten das Flockungs- 
verhalten unserer Toxinultrakonzentrate gegeniiber nativem 
Tetanuspferdeserum und gegeniiber fermentativ gereinigtem Te- 
tanusantitoxin, bei dem wir in bekannter Weise etwa 4/; der an- 
wesenden und gréBtenteils inaktiven Proteinbestandteile durch 
eine bei schwach saurer Reaktion durchgefiihrte Proteolyse1) und 
anschlieBende Reinigung entfernt hatten. In allen Fallen erhielten 
wir typische Doppelflockungen, wie sie von Ramon und seiner 
Schule in zahlreichen Verédffentlichungen?) beschrieben wurden. 
Ks bereitete keine Schwierigkeiten, die echte, auf einer Bindung 
zwischen Toxin und Antitoxin beruhenden von der Pseudoflockung 
zu unterscheiden, die nach Prévot*) durch eine Reaktion des GeiBel- 
antigens mit seinem homologen Antikérper verursacht werden soll. 

Bei der Verwendung fermentgereinigter Seren machte sich die stark 
erhohte Flockungsgeschwindigkeit vorteilhaft bemerkbar. Fiir unsere Ultra- 
konzentrate, deren indirekter Giftwert zwischen 80 und 160 Millionen -++ ms 
lag, ergaben sich fiir die: Toxin-Antitoxin- (T.A.) Flockung Werte zwischen 250 
und 510 Flockungseinheiten, wobei die Ubereinstimmung zwischen Flockungs- 
wert und Giftwert im einzelnen bei weitem nicht so gut war, wie sie von 
Ramon?) bei der Flockung nicht konzentrierter Toxine mit einem besonders 
ausgesuchten und mit einem einzigen Optimum flockenden Serum beschrieben 
wurde. Die Werte der sich schon auBerlich durch ihre Feinflockigkeit und 
mangelnde Aggregationstendenz von der T.A.-Flockung unterscheidenden 
Pseudoflockung lagen stets um den 3—4fachen Betrag an Einheiten héher 
als die erstgenannten*). | 

Als wir nun Mischungen aus Tetanusseren und Toxinultra- 
konzentraten herstellten, die in ihrer Zusammensetzung genau den 
stéchiometrischen Verhaltnissen der T.A.- und der Pseudoflockung 
entsprachen, fanden wir nach beendeter Ausflockung die enzyma- 
tische Wirksamkeit gegeniiber Gelatine und d, l-Leucylglycin nicht 
sehr wesentlich verindert. An diesem Ergebnis anderte auch 
nichts der Zusatz von Cyanid, den wir zur Ausschaltung der Pepti- 
dasen bei der Prifung der Proteinasen beifiigten. — 

Ganz anders war jedoch das Bild, nachdem die durch die 
Flockungsreaktionen entstandenen Niederschlige durch Zentri- 
fugieren entfernt worden waren. Hiernach konnte naémlich mit 





1) Vgl. H. E. Schultze, Biochem. Z. 305, 196 (1940); 308, 266 (1941). 
2) Vel. H. Schmidt, a. a. Q., 8. 860—862. 

3) C. r. Soc. Biol. 127, 1166 (1938). 

#) Rev. Immunol. (Fr.) 6, 73 (1940). 

5) Vgl. Prévot, C. r. Soc. Biol. 127, 1166 (1938). 


Fi 








164 Hermann E. Schultze, 


groBer RegelmaRigkeit in den tiber den T.A.-Gemischen 
stehenden Flissigkeiten keine Gelatinase mehr nachgewiesen 
werden, wihrend in den klaren Zentrifugaten der Pseudoflockung, 
die mengenmifig die T.A.-Flockung betrachtlich tibertraf, stets 
eine, wenn auch verminderte Gelatinespaltung beobachtet werden 
konnte (Tab. XI). Wir sehen somit, da8 im Tetanusserum und der 
gereinigten Antitoxinlésung neben dem das Spasmin neutrali- 
sierenden Antikérper auch eine Antigelatinase vorkommt, die sich 
im rohen und gereinigten Zustand im Flockungspunkt der T.A.- 
Verbindung quantitativ mit ihrem Antigen vereinigt. Wir sehen 
noch keinen AnlaB, aus dieser Beobachtung den Schlu8 zu ziehen, 
daB die Gelatinase ein konstitutiver Bestandteil des Spasmin- 
molekiils ist, da der Nachweis noch nicht erbracht ist, daB die 
beiden Komponenten nicht voneinander getrennt werden kénnen. 
Immerhin ist hier die chemische und serologische Verwandtschaft 
eines Toxins zu einem seiner Begleitfermente eine so auffallend 
nahe, da8 ihre Verkniipfung in irgendeiner Form zu einer biologi- 
schen Einheit sehr wahrscheinlich: ist. Da wir kiirzlich zeigen 
konnten, da8 das im Pferdekérper gebildete Diphtherieantitoxin’) 
nicht frei, sondern in einer Bindungsform, die wir als eine ,,sym- 
plexe‘‘ bezeichneten, vorliegt und es ihr zufolge auch zusammen 
mit seinen Symplexteilnehmern von Diphtherietoxin spezifisch 
ausgeflockt wird, halten wir es fiir méglich, da auch die Toxine 
zunachst in der Form von Symplexen?) gebildet werden, bei 
denen mehrere Wirkstoffe miteinander verbunden sein kénnen. 
Im Gegensatz zu der Gelatinase des Tetanustoxins konnten wir 
fur die d,l-Leucylglycin- und die Glycylglycindipetidase keinerlei An- 
haltspunkte fir das Vorliegen prazipitierbarer Antikérper finden. Die 
Prifung der Zentrifugate von T.A.- und Pseudoflockung gab in diesen 
Fallen keine Beeintrachtigung der urspriinglichen Peptidasenaktivi- 
tat. Hierin kann ein weiterer Beweis fiir das Fehlen von Beziehungen 
zwischen dem Tetanusspasmin und seinen Begleitdipeptidasen ge- 
sehen werden. In den verschiedenen Tetanusultrakonzentraten 
konnte auch das Tetanolysin nachgewiesen werden. Die ge- 
fundenen Mengen schwankten stark und lieBen keinerlei Zusammen- 
hang mit den proteolytischen Aktivitéten erkennen (Tab. XII). 





1) H. E. Schultze, Untersuchungen iiber die Frage der Einheitlichkeit 
des spezifisch prazipitierbaren Diphtherieantitoxins aus Pferdeserum. Medizin 
und Chemie, Bd. IV, z. Z. im Druck. 

*) Begriffsbestimmung vgl. bei Przylecki, Bamann-Myrbick, S§. 432 
(1940). Methodik der Fermentforschung. 
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Versuchsteil 
Tabelle I 


Proteasen in Tetanustoxin-Ultrakonzentraten 


a) Tetanustoxin 200, 3 Monate alt, nach Anreicherung durch Ultrafiltration 
auf 1/,, des Ausgangsvolumens. 


b) Tetanustoxin 10242, frisch, nach gleichartiger Anreicherung auf 1/,, des 
Ausgangsvolumens. | 


Beide Ultrakonzentrate wurden im Ultrafilter mit reichlichen Mengen phy- 
siologischen NaCl-Lsg. gewaschen und zur Konservierung mit 0,01°/, 2-athyl- 
quecksilber-mercaptobenzoxazol-5-carbonsaurem Natrium versetzt. Von den 
Proteinsubstraten und von Clupeinsulfat wurden je 0,7 g in Veronalpuffer?) 
von py 7,0 gelést, mit je 5 com Ultrakonzentrat versetzt und nach Einstellen 
auf ein Gesamtvolumen von 25 ccm und Zusatz von 0,02°/, des obigen Kon- 
servierungsmittels die Proteolyse bei 37° nach der Titrationsmethode von 
Willstatter u. Waldschmidt-Leitz?) in je 2 com des Ansatzes bestimmt. 
Von Pepton ,,Witte’ wurden ebenfalls 0,7 g, von d,l-Leucylglycin 0,62 g 
und von Glycylglycin 0,4 g in denselben Verdiinnungen, jedoch unter Pufferung 
mit Veronal auf py 8 bei 40° und unter Toluol zur Reaktion gebracht. Der 
Spaltungsverlauf durch Peptidasen wurde in Probeentnahmen von 2 ccm nach 
der Methode von Willstatter u. GraBmann’) verfolgt. 












































Casein a Ovalbumin Gelatine 
2)» | » | » | » | » | » | » | D) 
20 Std 0 —0,18 0 0,1 0 0,14 0,7 0,9 
44 ,, 0,14 | —0,1 0,1 —0,1 0,1 0,3 0,8 1,4 
Oo x —0,1 0 0,3 0,5 1,56 
a 0,16 | —0,2 0 0,08 | 0,4 0,6 1,2 
Lae -* 5 0 0 0,12 1,24 1,65 
Clupein Pepton Glycylglycin d, a ol 
a) b) a) b) a) b) a) b) 
20 Std. 0 0 0 0,32 | 0 0,65 0 0,4 
44 ,, 0 0,2 0 0,5 0,02 0 0,8 
Ce 0 0 1,0 0,04 1,2 — 0,08 1,1 
a —0,1 —0,2 1,15 0,1 1,4 —0,1 1,2 
iis —0,2 | —0,08 | —0,2 


























Auch nach Zusatz von 0,004m Cystein und 0,001 _m Fe war keine 
Spaltung von Casein, Serumalbumin und Clupein zu beobachten. 





1) Michaelis, Biochem. Z. 284, 139 (1939). 
2) Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 
*) Diese Z. 155, 250 (1926). 
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Tabelle II 


Gelatinespaltendes Ferment im Tetanustoxin-Ultrakonzentrat 
Nr. 200 


Priifung auf Aktivierungs- und Hemmungsmiglichkeit. Spaltungsansitze wie 

zuvor. 5 ccm Toxin, 0,7 g Gelatine, Veronalpuffer py 7,5 und 37°, Gesamt- 

volumen 25ccm, Schwermetalle: 0,001m. MgSO,= 0,01 m. Cysteinchlor- 

hydrat, Hydrazinsulfat, Hydroxylaminchlorid = 0,004 m. H,O,, HCHO und 
NaCN = 0,1°/, 






























































Oh os SoS See Pare a pee FOR es 
Sens Hg” | Cu” | Ni” | Co” | Mn” | Fe” | Fe] Co” | Zn” | Mg 
20 Std.| 0,6 | 0,54] 0,8 | 0,48] 0,64] 0,56] 0,4 10,7 | 0,42]0,5 | 0,74 
me 0,78 11,0 | 0,66 | 0,86 0,60 | 0,68 | 0,84 
68 ,, 10,7 | 0,84 0,80}1,0 |0,9 | 0,4 | 0,8 |0,70]0,8 | 1,0 
92 ,, 108 | 0,94] 0,90] 0,80] 1,0 | 1,02] 0,6 0,741 0,8 | 1,12 
116 ,, | 0,82 | 1,0 0,76 | 1,16 | 0,82 | 0,5 | 0,7 |0,80] 0,9 | 1,20 
” Kontrolle 
Cy | Get Hydra | Hydro 4,0, [NaCN}HCHO| ohne 
: stein ys ein Zin xy am _Gelatine | 
20 Std. | 0,8 1,10 0,28 | 0,52 | 0,5 102 |-0O1] 0 
“a, 0,44 | 0,60 | 0,7 | 0,3 0 
68 ,, | 08 1,0 0,56 | 0,54 0,66 |—-02] 0 
92 ,, 108 0,72 | 0,62 | 0,7 ~@35 6 
116 ,, | 0,74 | 0,95 0,80 | 0,60 07 1-~@27F 062 


























Tabelle III 


Gelatinespaltendes Ferment in Tetanustoxin-Ultrakonzentraten 


a) Nr. 10242 (1/,, ultrakonzentriert vgl. oben). Ansitze wie zuvor. Das Ab- 
gleiten des px im alkalischen Gebiet wird durch Angabe des Ausgangs- und 
des End-py-Wertes dargestellt. 

b) Nr. 13242 (*/,, ultrakonzentriert und mit reichlich physiologischem NaCl 
gewaschen). In diesem Falle erhielten die wie tiblich mit Veronalnatrium 
und Natriumacetat gepufferten Spaltansatze je 0,1°/, NaCN zur Ausschaltung 
einer Peptidasenwirkung in den spateren Stadien der Proteolysen im Bereich 
um px 8,0. 




















a) |p 5,0| px 6,0] per 6,5| pax?,0 [px?,2-7,0[pq 8,0-7,0|p18,5-7,2]p 19,0-8,0 
20Std.| 0,3 | 08 | 0,7 10,90 | 1,0 0,9 0,8 0,9 
44 ,, 0,8 ye 1,2 1,40 13 1,2 1,4 1,5 
68 ,, | 0,9 | 1,3 71,3 71,50] 1,6 1,5 1,7 1,8 
116 ,, | 1,0 | 1,3 | 1,26 | 1,54 | 1,65 1,6 1,8 1,8 
b) pu7,5-7,2|p48,0-7,5 
20,Std} 0 | 0,4 0,7 | 05 0,5 0,4 0,2 
44 ,, |—0,04] 0,9 69° 7 67 0,9 0,8 0,5 
68 ,, |—0,1°] 1,0 1,1 1,0 11 0,9 0,8 
92, , |—0,05 | 1,05 1,2 1,15 1,2 1,0 1,0 
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Tabelle IV 
Peptidasen in Tetanustoxin-Ultrakonzentraten 


Prifung der Aktivierbarkeit und Hemmungsméglichkeit. 
a) Tetanustoxin-Ultrakonzentrat Nr. 200 (1/,, konzentriert). 
b) Tetanustoxin-Ultrakonzentrat Nr. 10242 (1/,, konzentriert). 
c) Tetanustoxin-Ultrakonzentrat Nr. 13242 (1/3, konzentriert). 
Wie in Tab.I je 0,4 g Glycylglycin oder 0,62 g d,l-Leucylglycin fiir 
5ccem Toxin und 25ccm Gesamtvolumen. Veron?lpuffer px 8,0. Metall- 
zusaitze je 0,001 m. MgSO,= 0,01 m. Cysteinhydrochlorid und Hydrazinsulfat 


= 0,004 m. H,O,, HCHO und NaCN = 0,1°/,. In allen Ansaitzen mit Cystein 


wurde die Luft durch N, verdrangt und die Kélbchen mit Gummistopfen ver- 
schlossen. 










































































Glycylglycin 
ohne | Cystein | Cystein | Cystein | Cystein | Cystein | Cystein 
Zusatz | + Fe” | + Mn” | + Co” | + Cu” | + Zn” | + Mg” 
a) 20 Std.| 0 —0,1 —0,1 
44 ,, 0,02 0 0,1 
68, 0,04 0,2 0,20 
92, 0,1 0,4 0,22 
b) 20 _,, 0,65 1,10 “4. & Af 0,4 1,3 0,5 
44 ,, 1,30 
eS . 1,2 2,6 3,9 3,6 1,4 2,8 1,3 
92 1,4 2,8 
e) 20 ,, 0,26 0,4 0,6 
44, 0,4 0,7 1,48 
68, 0,6 117 1,60 
oa  ,, 0,9 1,5 1,68 
Glyeylglycin d,1-Leucylglycin 
Cystein | H, 0, |#¥4820-FCHO| NaON| pane | Crsein | Cystein 
a) 20 Std. 0 0,1 
44 ,, —0,2 | —0,08 
68 ,, —0,18 
92 ,, —0,2 0,02 
b) 20 _,, 0,8 | 0,3 0,5 0,4 | 0 0,4 1,5 
44 ,, 1,7 0,32 1,3 0,6 | 0,2 0,8 2,3 
oe » 1,8 | 0,6 1,4 10 | 0,15] 1,1 2,7 
92 1,8 1,2 1,34 1,35 | 0,1 
ce) 20 Std. 0,2 0,3 1,5 
44 ,, 0,9 1.0 2,1 
68 ,, 1,0 1,3 2,5 
 - 1,26 1,5 2,5 
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Tabelle VI 


Proteasen im Tetanusformoltoxoid 


Untersuchung einer Mischung von 600 Liter 1—6 Monate alter Tetanus- 
toxoide Op. Nr. 189, 191, 193—195 (wie bei Tab. I). 








Dass. ultrakonzentriert auf '/,, Vol. 


Rohes Ausgangstoxoid und gewaschen 

















301 mg-°/, N 408 mg-°/, N 
58,7 mg-°/, Amino-N ’) 15,4 mg-°/, Amino-N 
iss | | | 4 
Gelatine | Pepton Glyeyl| Gelatine Pepton | Glyeyl-| d,1-Leucyl- 
| glycin glycin glycin 
20 Std. 0 —0,04 | 0,08 0 0,1 0,2 0,02 
44 ,, 0,04 | —0,02 | 0,02 0 0,1 
ae 0,1 —0,08 | 0,20 0,1 0,3 0,16 0,12 
7 ss 0,1 0,02 | 0,20 0,3 0,2 0,3 0 
ras 0,12 0,48 

















Tabelle VII 


Bestimmung des Tetanusspasmins ”) 


Den Angaben v. Behrings entsprechend erhielten Mause von je 16 ¢ 
Gewicht 0,4 com der verschiedenen Toxinverdiinnungsreihen, unter denen die 
den Tod am 4. Tage bewirkende Verdiinnung mit 40 zu multiplizieren ist. 
Auf diese Weise wurde der direkte Giftwert erhalten, der angibt, wieviel Gramm 
lebendes Miausegewicht von 1 ccm Spasmin in 4 Tagen getétet werden. 














™ ; Direkter Giftwert des Tetanus- 
Verdtenangemtee: Ultrakonzentrats Nr. 10242 
Physiologische NaCl-Lésung .... . 8 Millionen + Ms 
Phosphatpuffer n. Sdrensen py, 6,25 . . 10 ia + Ms 
Phosphatpuffer n. Sérensen py7,7 . 20 4 -+ Ms 
Bouillon mit 1°/, Pepton pq 7,7 .. . 80 " + Ms 
Ders. des Tetanus-Ultrakonzentrats 
Nr. 13242 

Physiologische NaCl-Lésung ..... 4 Millionen + Ms 
Phosphatpuffer mit 0,004 m Cystein und | 

Olen We, Werth wet et ts 1 zs + Ms 
Bouillon mit 1°/, Pepton py 7,7 .. . 80 a + Ms 








1) Stets nach der Van Slykeschen Methode bestimmt. 


2) Die Tierauswertungen wurden im Tetanustoxin-Laboratorium der von 
Herrn Dir. Dr. Demnitz geleiteten Marburger Serumproduktion ausgefiihrt. 
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Tabelle 


Gegeniiberstellung der proteolytischen, toxischen 
und durch Ultrafiltration 


Bestimmung der Gelatinase wie zuvor bei pq 7 und 37°, 0,02°/, Hg- 
Gegenwart von je 0,004 m Cysteinhydrochlorid und 0,001 m FeSO,. N,-Atmo- 
v. Behring, Angabe der Gramm Lebendgewicht von Mausen, dic von 1 ccm 
Flockungsréhrchen bei 40° mit je 0,2 ccm Tetanustoxin-Ultrakonzentrat 
flockungsvolumen 1 ccm. Die Ermittelung der zuerst flockenden Mischungen 
erst nach 90 Minuten méglich. Meist ist die T.A.-Flockung etwas friiher 
stirkere Opalescenz im Anfangsstadium der Flockung und eine geringere 





















































Toxin Nr. 200 Toxin 
roh | 1/,, konzentriert roh 
291 mg-°/, N 114,0 mg-°/, N 287 mg-°/, N 
55 mg-°/, 18,6 mg-°/, 54,5 mg-°/, 
Amino-N Amino-N Amino-N 
=| o , @ P ' a o q 1 
SCIS(SiBa| 21 S| Bel Se] 8] s | Ba 
B(S/S/ 28) 2) 2/8/48] 2) & 1 ee 
a o> ® — — wr) <2) = apkral we) o rR ED 
REIS|U|SH| Sl A|SHISRI S|] & |S 
2210 |0 |-0,06/0,7 |0 -0,1 | O {0,23} 0,02) 0,3 
4410 |0 |-0,08/0,8 |0 0,02; 0 -0,02 | 0,9 
68 0,1) 0 0,2 |-0,18]0,30} 0,04) 1,34 
92 |0,3|0,1} 0 1,2 |0,13| 0,4 |-0,2 [0,35 }-0,1 
116 | 0,4 1,24 0,35— 
Dir. NaCl-Verdiinnung | 200000 + Ms 5 Mill. + Ms 400000 + Ms 
Giftwert ) Pept.-Bouill.-Verdg.| 1,6 Mill. + Ms 40 , +Ms 2,0 Mill. + Ms 
Indir. NaCl-Verdiinnung |3,2 ,, + ms 70 , + ms 3,6 ,, + ms 
Giftwert) Pept.-Bouill.-Verdg. [3,6 ,, + ms 90 ,, +ms 3,6 , + ms 
Optimum d. T.A.-Flockung mit Tetanus- 
Serum, nativ Op.-Nr.2165 (825 AE., 7,75°/, Eiw.) 410 Einh./eem 
Fermoserum os SOG , 830%... ) 410 ‘s 
‘i » 22 Cee ». 100%,» ) 495 
Optimum d. Pseudoflockung mit Tetanus- 
Serum, nativ Op.-Nr. 2165 (vgl. oben)... . 1650 Einh./eem 
Fermoserum i 60g ee eer 1700 a 
9 99 1148 ( 29 ” ) ° 1650 2? 





1) Eisler in Kolle, Kraus, Uhlenhut, Bd. IV, 2, 1053, 1077. 3. Aufl. 
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Praparat. Bestimmung der Poly- und Dipeptidasen bei pg 8,0 und 40° in 
sphare. Toluol. Bestimmung des direkten und indirekten Giftwertes nach 
nach 4 Tagen getétet werden!). Bestimmung der Flockungswerte in 5 ccm 
und steigenden Serummengen in physiologischer NaCl-Lésung. Gesamt- 
ist bei ,,Fermoserum“ bereits nach 30 Minuten, bei unbehandeltem Serum 
als die viel feinere Pseudoflockung zu erkennen, die sich durch eine 
Neigung zu aggregieren auszeichnet. 
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Nr. 10242 Toxin Nr. 13242 Ausgangsnihrboden 
1/5, konzentriert 1 I 56 konzentriert 1/5, konzentriert 1/66 
318 mg-°/, N 264 mg-°/, N 411 mg-°/, N 1305 'mg-°/, N *) 
23,5 mg-°/, 37,5 mg-°/, 50,3 mg-/, 128,6 mg-°/, 
Amino-N Amino-N Amino-N ino-N 
o ' , 4 © ® ' 1 4 o ! t 1 & 
s/8@ipia| S's] 4 Sita) a) 8ing|5o1 8/8 a ita] 5 
oe S om = a | = | ‘Co = om BS Je = Fas] Ss Py. (eb) 
2 |S) e5(ce| 3 | & SSS) Bl eeita| 3 88) & [eBlog 
be OMe me LH TOM LO Mim] & IO A [OO Se 
0,9 10,31 1,0 | 1,5 |-0,1 |-0,04] 0,12/0,8}0,3/ 04 | 0310 |0,25] 0 |Jo,2| 0 
1,4 10,4] 1,3 | 2,3 |-0,1 }-0,02} 0,14) 1,2|0,3| 0,7 | 1,0 |0,1 0 |01 | 0 
156/10! 2,6 | 2,7] 0 | 0 {0,20]1,6|0,9| 1,17] 1,3 ]0,1 | 0,8 |-0,08]0,06| 0 
1,2 | 0,06) 0 | 0,16 1,0| 1,5 | 1,5 | 0,18] 1,04 
1,65 2,8 | 1,8 0,22 -0,04 | 0,05 | 0,28 
| 
8 Mill. + Ms 200000 + Ms 4 Mill. + Ms 
80 , + Ms. 2,0 Mill. + Ms 80 , + Ms 
80 ,, +ms 2,6 , +ms 100 ,, + ms 
2,6 ,, + ms 160 ,, + ms 
310 Einh./ecm 410 Kinh./eem 
270 e 516 * 
250 es 460 ms 
825 Einh./ecm - 1780 Einh./cem 
808 ‘ 1990 ‘a 
784 # 1690 is 

















*) Vor der Einengung 284 mg-°/, N, 53,9 mg-°/, Amino-N. 
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Tabelle VIII 
Verhalten der Proteasen und des Tetanusspasmins 
bei der Autolyse von Ultrakonzentraten 
Je 15ccm Ultrakonzentrat Nr. 13242, 1,88 ccm Veronalpuffer px 7, 
0,02°/, 2-athylquecksilber-mercapto-benzoxazol-5-carbonsaures Na, 40°. Ver- 
such mit Cystein unter N,. Gesamtvolumen 18,75 com. Aciditétszunahme in 
je 2ccm mit n/20-alkoh. NaOH und Thymolphthalein ermittelt. 














2. +0,004m Cystein 3. +0,1°/ 
1. Ohne Zusatz 40,001 m Fe" NaCN 0 
Nach 24 Std. 0 0 0 
a ts 0 0 0 
ae 0,06 0,1 0,12 











Nach 48stiindigem Erwarmen auf 40° Priifung auf Proteinase- und 
Dipeptidaseaktivitat, sowie Spasminbestimmung. 

Gelatinasepriifung: 3,13 = 2,5 ccm unbehandeltes Ultrakonzentrat. 
Gesamtvolumen 12,5 ccm, 0,35 g Gelatine, py 7,0 und 37°, 0,02°/, Hg-Praparat. 

Polypeptidasenpriifung: 3,13 ccm, Gesamtvolumen 12,5 ccm, 0,35 g 
Pepton ,,Witte‘“‘, 0,004 m Cystein, 0,001 m Fe’, Ng, px 8, 37°, Toluol. 

Dipeptidasenpriifung: 3,13 com, Gesamtvolumen 12,5 ccm, 0,2 g Glycyl- 
glycin, 0,004 m Cystein, 0,001 m Fe’, Nog, px 8, 40°, Toluol. 
























































I | - 3 Kontrolle 

nach 48stiindigem Erwiarmen auf 40° [nicht erwarmt 

S| 8 ltal S18 lhele]sleale| sles 
S|BRIEEIS | BESS | BEES | BEE 
Bm (SMS HSM Pia SHS A |S” 

Nach 20 Std. |0,.4 | 0] O {06/02} 0 |08; 0 | 0 {0,8 |0,3 | 0,4 
68 , {0,8 ;03; 0 10,9 |03 | O 41,2 |0,2]; 0 11,6 |0,9 | 1,17 
Dir. Giftw ert*) Mill. + Ms | 10 Mill. + Ms | 20 Mill. + Ms | 80 Mill. + Ms 
Tabelle IX 


Verhalten der Proteasen und des Tetanusspasmins 
bei 15 Minuten langem Erwarmen auf 70° 
Tetanus-Ultrakonzentrat, nach 15 Minuten Erwirmen im Wasserbad 
auf 70°. Priifung auf Gelatinase und Dipeptidase mit je 2,5 com in Gesamt- 
volumen von 12,5 ccm (wie in Tab. VIII). 





























Nach 15 Minuten 70° Ohne Erhitzen 
Gelatine | Glycylglycin] Gelatine | Glycylglycin 
Nach 20 Std. ... 0 0,1 0,8 0,4 
Me ee ee 0,06 0,2 1,2 0,7 
es Ge ce 0,04 0,18 1,6 0,17 
92 0,05 0,26 1,5 
Direkter Giftwert *) 2400 + Ms 80 + Ms 
Indirekter Giftwert 6400 + ms 160 + ms 


*) Pepton-Bouillon-Verdiinnung. 
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TabeHe XII 


Hamolysintiter und proteolytische Aktivitat 


Den verschiedenen Tetanustoxin-Ultrakonzentraten wurden in geo- 
metrischen Verdiinnungsreihen mit NaCl je 0,2 com gewaschener Hammelblut- 
kérperchen in 5°/,iger Suspension zugefiigt. Gesamtvolumen 1 ccm. Ablesung 
des Hamolysegrades nach 4 Stunden bei 37°. Zum Vergleich ist die pro- 
teolytische Aktivitat derselben Ultrakonzentrate, ausgedriickt in der nach 
20 Stunden eingetretenen Aciditétszunahme, mit angefiihrt. 








a NaCl-Verdiinnung P ae — 
a- 


konzentrat |1:3/1:4 1:8| 1:16 1:32 | 1:64 | 1:128 | Gela-| Pep- | d,1-Leu- 
| | tine | ton jeylglycin 









































Nr. 200 | + 0 0 |oz}o | o 
, Mee te | t's 1 6 16 | 6. Oo Pes) eet es 
, ee ts aia Tepe ie 868) | 0:3 
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Zur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 
Dritte Mitteilung 


Von 
Werner Keil 





(Aus dem Ammoniaklaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
Ludwigshafen/Rheip) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20, Februar 1942) 


In der vorigen Mitteilung’) wurde iiber das Verhalten eines 
Fettes aus gesittigten geradkettigen Fettsiuren ungerader Kohlen- 
stoffatomzahl im Organismus von Mensch und Tier hinsichtlich 
Vertriglichkeit, Resorption, Respiratorischer Quotient, Wachstum 
von Ratten, sowie Ausscheidung saurer Stoffwechselendprodukte 
im Harn (bei Hunden) berichtet und gefunden, da8 ein solches 
Fett sich zumindest nach den bisherigen Untersuchungen von 
natiirlichen Fetten nicht unterscheidet. Emmrich und Nebe?) 
brachten dann den Beweis in Hunde- und Menschenversuchen, 
daB dieses Fett nur bei sehr hohen Gaben zu einer geringen 
Diacidurie fiihrt, wie sie auch von Cocosfett bei etwa gleichen 
Mengen ausgelist wird. Sie finden im Harn von Menschen nach 
Cocosfettgabe kleine Mengen Sebazinséure und Korksaure, nach 
Verabfolgung des ungradzahligen Fettes kleine Mengen Pimelin- 
siure und Azelainsiure. Da nun die Beschaffung gréBerer Mengen 
des ,uungeraden“ Fettes mit sehr groBen Umstinden verkniipft 
ist — die Darstellung der ungeradzahligen Fettsiuren ist recht 
langwierig —, haben wir Versuche mit leichter herzustellenden 
Fetten, die nur zur Hialfte aus ungeradzahligen Fettsiuren be- 
stehen, angestellt, und zwar wird im folgenden iiber die mit 
Ather extrahierbaren sauren Bestandteile des Hundeharnes nach 
Verfiitterung solcher und anderer Fette berichtet. 





1) Appel, Berger, Bohm, Keil u. Schiller, Diese Z. 266, 158 
(1940). 


*} Emmrich u. Nebe, Diese Z. 266, 174 (1940). 
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Tabelle XII 


Hamolysintiter und proteolytische Aktivitat 


Den verschiedenen Tetanustoxin-Ultrakonzentraten wurden in geo- 
metrischen Verdiinnungsreihen mit NaCl je 0,2 com gewaschener Hammelblut- 
kérperchen in 5°/,iger Suspension zugefiigt. Gesamtvolumen 1 ccm. Ablesung 
des Hamolysegrades nach 4 Stunden bei 37°. Zum Vergleich ist die pro- 
teolytische Aktivitat derselben Ultrakonzentrate, ausgedriickt in der nach 
20 Stunden eingetretenen Aciditaétszunahme, mit angefiihrt. 








Tetanus- 


NaCl-Verdiinnung 





Proteolyt. Aktivitit 












































in 20 Std. 
Ultra- l 
konzentrat 11:3) 1:4 1:8| 1:16 1:32 | 1:64 | 1:128 | Gela-| Pep- | d,1-Leu- 
| | tine | ton |cylglycin 
Nr. 200 | +; +| +1] 0 0 0 0 0,7 | 0 0 
» 10242 }4+)/+)]0) 0 0 0 0 0,9 | 0,3 1,5 
» 13241 his] +> > + = 0,8 | 0,3 0,3 
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Zur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 


Dritte Mitteilung 


Von 
Werner Keil 





(Aus dem Ammoniaklaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
Ludwigshafen/Rheip) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1942) 


In der vorigen Mitteilung') wurde tiber das Verhalten eines 
Fettes aus gesittigten geradkettigen Fettsiuren ungerader Kohlen- 
stoffatomzahl im Organismus von Mensch und Tier hinsichtlich 
Vertraiglichkeit, Resorption, Respiratorischer Quotient, Wachstum 
von Ratten, sowie Ausscheidung saurer Stoffwechselendprodukte 
im Harn (bei Hunden) berichtet und gefunden, daB ein solches 
Fett sich zumindest nach den bisherigen Untersuchungen von 
natiirlichen Fetten nicht unterscheidet. Emmrich und Nebe?) 
brachten dann den Beweis in Hunde- und Menschenversuchen, 
daB dieses Fett nur bei sehr hohen Gaben zu einer geringen 
Diacidurie fihrt, wie sie auch von Cocosfett bei etwa gleichen 
Mengen ausgelést wird. Sie finden im Harn von Menschen nach 
Cocosfettgabe kleine Mengen Sebazinséure und Korksiure, nach 
Verabfolgung des ungradzahligen Fettes kleine Mengen Pimelin- 
siure und Azelainsdure. Da nun die Beschaffung gréBerer Mengen 
des ,ungeraden“ Fettes mit sehr grofen Umstinden verkniipft 
ist — die Darstellung der ungeradzahligen Fettsiuren ist recht 
langwierig —, haben wir Versuche mit leichter herzustellenden 
Fetten, die nur zur Halfte aus ungeradzahligen Fettsiuren be- 
stehen, angestellt, und zwar wird im folgenden iiber die mit 
Ather extrahierbaren sauren Bestandteile des Hundeharnes nach 
Verfiitterung solcher und anderer Fette berichtet. 





1 Appel, Berger, Béhm, Keil u. Schiller, Diese Z. 266, 158 
(1940). 


? Emmrich u. Nebe, Diese Z. 266, 174 (1940). 
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Quantitative Bestimmung der Atherloslichen sauren Harnbestandteile 
nach Verfiitterung von Fetten an Hunde 


Da eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Dicarbon- 
siuren, Ketosiuren und anderen sauren Endprodukten des Fett- 
stoffwechsels nicht bekannt ist, haben wir die Gesamtmenge der 
mit Ather extrahierbaren sauren Substanzen aus Hundeharn nach 
Verfiitterung von Fetten in einer Standarddiait quantitativ be- 
stimmt. Die Versuchsanordnung ist bereits in der vorigen Mit- 
teilung erwihnt. Wenn man so natiirliche Fette, wie Rindertalg, 
Cocosfett, ErdnuBél oder hydrierte natiirliche Fette, wie hydriertes 
ErdnuBél oder hydrierten Tran, untersucht, findet man, daB etwa 
0,1—0,4 g itherlisliche saure Harnbestandteile von 100g ge- 
fressenem Fett pro Tag bei einer Versuchsdauer von 3 Tagen 
ausgeschieden werden. Fett aus nur ungeradzahligen Fettsduren 
verhilt sich ebenso. Daraus erhellt, daB von Fetten aus reinen 
geradzahligen oder ungeradzahligen, unverzweigten Fettsiuren mit 
oder ohne ungesiattigten Anteilen nur unwesentliche Mengen 
saurer Stoffwechselprodukte im Urin ausgeschieden werden. Wir 
waren nun sehr iiberrascht, als wir feststellten, da® verschiedene 
unserer Versuchsfette (G. 138/40, G. 137, G. 284), die aus einem 
Gemisch von geradkettigen und ungeradkettigen Fettsiuren (etwa 
C,,—C,,) hergestellt waren, erheblich héhere Ausscheidungen 
zeigten. Es stellte sich jedoch sehr bald heraus, daB unsere 
verwendeten Fettsiuren noch mit kleineren Mengen geradkettiger 
hdherer Dicarbonsiuren (C,,—C,,) sowie verzweigten Fettsiuren 
verunreinigt waren. Die Dicarbonsiuren werden im Organismus 
nur unvollstandig abgebaut und erscheinen als niedere Dicarbon- 
siuren (C,—C,,) im Harn. Befreite man die rohen Fettsiuren 
von den Dicarbonséuren, so hewirkten die daraus gewonnenen 
Fette bereits eine erheblich geringere Ausscheidung saurer Produkte 
im Harn (G. 301 und G. 236). 


Es gelang uns dann, auch diese kleine Erhéhung noch aufzukliren. 
Verwendet man namlich als Ausgangsmaterial Fettsiuren, die zwar | 
geradkettig und ungeradkettig (unter C,,), aber absolut frei von 
verzweigtkettigen Sauren sind, so erhilt man Fette, die nach 
der Verfiitterung im Harn nur Ausscheidungen zeigen wie natiir- 
liche Fette (G. 273a). Es kann somit keinem Zweifel unterliegen 
daB Fette aus unverzweigten geradkettigen oder ungeradkettigen 
Fettsiuren sich biologisch wie natiirliche gesiittigte Fette ver- 
halten! Auch unser Versuchsfett G. 405, dessen Fettsiuren von 




















Fette aus Fettsiuren mit ungerader Kohleustoffatomzahl 177 
Tabelie 1 
~ Atherextrakt 
Standard- | § 3 esi =: 
futter |S |Mittel-| mitt- |Mittel- 
100 g Fett | 2] wert | lerer | WT 
aus S >] ing |Febler onne 
} 8 Stand. 
Standard- 23 | 0,36 |-0,08| — | Standardfutter: 310g mager. Pferde- 
futter allein fleisch +310g gekochte Kartoffeln. 
Zur Homogenisierung wurde das 
Gemisch mehrmals durch den 
Fleischwolf gedreht. Bei Fett- 
versuchen wurde das Versuchs- 
fett zeschmolzen daruntergemischt 
und ebenso homogenisiert. 

Cocosfett. .|177 | 0,56 |-+-0,15! 0,20 

ErdnuBdl. .| 17 | 0,46 |+0,03} 0,10 

Rindertalg . 6 | 0,72 |+0,01) 0,38 

,,Ungerades 13 | 0,63 |+0,03) 0,29 | Es handelt sich um das in den 

Cocosfett* vorigen Mitteilungen (a. a. O.) er- 
wihnte Fett. 

G. 138/40. . 712,68 }40,3 | 2,32 

GW. + 6 | 3,25 |40,3 | 2,89 

oo” ee 211,90 |40,2 | 1,54 

G. Si. . 4 3 11,2 |+40,1 | 0,84 |G. 301 wurde aus demselben Aus- 
gangsmaterial wie G. 284 hergest., 
doch wurden die Fettsiuren anders 
gereinigt und von Dicarbonsiuren 
befreit. 

G. 236. . .| 341,4 |40,2 | 1,04 |G. 236 wurde aus demselben Aus- 
gangsmaterial wie G. 137 hergest., 
doch wurden die Fettsiuren an- 
ders gereinigt und von Dicarbon- 
siuren befreit. 

G. 2734. . 6 | 0,47 |40,04| 0,11 | Die Fettsiuren hierzu wurden von 
Dr. Kiirzinger aus ganz reinem 
Eikosan C,,H,, hergestellt. 

eo 6 10,68 |+0,08| 0,32 | Die Fettsiuren von G. 405 wurden 
aus demselben Ausgangsmaterial 
wie G. 284 und G. 301 nach einem 
besonderen Verfahren von Dr. 
Kirzing er dargestellt. Sie waren 
weitgehendst von  verzweigten 
Fettsiiuren und Dicarbonsiuren 
befreit. 

















Dicarbonsiuren und verzweigten Fettsiuren weitgehend befreit waren, 
zeigten nach der Verfiitterung nur noch Ausscheidungen im Harn, die 
sich innerhalb der Grenzen natiirlicher Fette bewegten. Aus der 
Literatur war hingegen iiber das Verhalten verzweigter Fettsiuren 
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im tierischen Organismus wenig zu entnehmen. Kuhn " fand bei 
Verfiitterung von §-Methylstearinséure an Kaninchen kein definiertes 
Abbauprodukt im Harn. Diese Siure wird anscheinend im Kérper 
vollig verbrannt. Wir haben daraufhin eine Reihe verzweigter Fett- 
siuren synthetisiert. Verfiittert man die Triglyceride solcher Fett- 
siuren an Hunde, so steigt die Menge der im Harn ausgeschiedenen 
Produkte an, wie die folgenden Beispiele zeigen. 












































Tabelle 2 
Stan ded a Atherextrakt 
an ar mo ® . 
futter  |~"S Inrittel-| mitt — 
100'g Fett | | wert | lerer | “OT 
aus S 4 in g |Fehler ohne 
8 | Stand. 
n- Tridecan- | 3 | 0,65 |+0,12} 0,29 
siure 
a-Methyldo- | 2 | 1,07 |40,3 | 0,61 | Dargest. nach Levene u. Marker, 
decansiiure Chem. Z. 19338, 1277 von Dr. B. 
WeiB und Dr. H. Funke. 
6-Methyldo- | g | 3,15 |+0,04| 2,79 
decansiure 
0-Methyldo- | 4 | 1,87 |+0,7 | 1,51 
decansiiure 
Tabelle 38 
Standardfutter |, , | Atherextrakt 
und 50 g Fett ein tm | 
=37,5 g Cocosfett | = ES wl BS 
+ 12,5 g Triglycerid]'g 5 |S = g cries 
aus Ne i= oOo" 2 
= 











Daraus wiirde sich fiir das reine 
Glycerid eine Ausscheidung von 
96°/, berechnen, was besagt, daB 
die gesamte Menge als eine Ver- 
mehrung der sauren Harnbestand- 
teile erscheint*). 


y-Athyloctansiure 7 


bo 
ra 
on 
H- 
on 
ore) 


6-Athylnonansiure | 11 | 14,4 


H- 
l= 
bo 


Fiir das reine Glycerid umgerechnet 
eine Ausscheidung von etwa 56°/, 
der verzweigten Fettsiure*). 


e-Athyldecansiiure | 7 [11,86 |+0,8 | Fir das reine Glycerid umgerechnet 
eine Ausscheidung von etwa 50°/, 
der verzweigten Fettsiure*). 

















8) Diese Z. 242, 171 (1936). 

*) Die Untersuchung der Harnextrakte ist noch nicht abgeschlossen. 
Nach Verfiitterung von 6-Athylnonansiuretriglycerid wurde bisher im Harn- 
extrakt unter anderem (-Athylheptansiiure gefunden, die durch einfache 
6-Oxydation entstanden sein diirfte. 
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Die flissigen Triglyceride der Athylverzweigten Fettsiuren 
muBten aber zur Verfiitterung erst mit Cocosfett 1:3 vermischt 
werden, da die reinen Substanzen mit der Standardnahrung ver- 
abfolgt von den Hunden zum Teil wieder erbrochen wurden. 

Wir glauben nicht fehl zu gehen, wenn wir schon jetzt be- 
haupten, daB athylverzweigte Fettsiuren im Organismus nur sehr 
mangelhaft verbrannt werden kinnen. Dagegen zeigte die a-Methy]l- 
dodecansdure fast keine, die P-Methyldodecansaure und d-Methyl- 
dodecansiure eine relativ geringe Steigerung der Ausscheidung. 
Erst die weiteren Untersuchungen des Abbaues verzweigter Fett- 
siuren werden hieriiber endgiiltige Klirung bringen. 


Darstellung der athylverzweigten Fettsauren 


Da sowohl die Sduren selbst wie die dabei auftretenden 
Zwischenprodukte nach der Literatur noch nicht bekannt sind, 
werden im folgenden ihre Darstellung und ihre Eigenschaften 
kurz beschrieben. Es wurde zuerst aus 2-Athylhexanol iiber das 
Bromid und die Malonestersynthese die y-Athyloctansiiure dar- 
gestellt, die dann als Ausgangsmaterial fir d-Athylnonansdure 
und ¢-Athyldecansiure diente. 


C,H, 5\ CH 
CH-CH, -OH —> POH. CHy: Br —_}> 
C,H, ef C,H, 
2- -Athylhexanol I 2- Po pao ges 
oN on. CH,-CH,-COOH —> OH. .CH,-CH,-CH,-OH —> 
RAD, C,H, 
Il y-Athyloctansiure IIl 4-Athyloctanol 
C,H; 


4. >OH-CH,-CH,-CH,CN 
C,H, 


C,H, V 4 ane i 


* CH: CH, - CH,- CH, , 


m4 on . CH, -CH,-CH, - COOH 
Iv 4-Athyloctylbromid VI é-Athylnonansdure 
CoH 
M CH-CH,-CH,-CH,-CH,- COOH 
C,H,” 


VIL e-Athyldecansiure 


2-Athylhexylbromid (I) 


1kg 2-Athylhexanol wird bei 100—130° mit gasférmigem Brom- 
wasserstoff gesittigt. Es werden etwa 300—400 ccm Brom (Tetralinmethode) 
verbraucht. Das mit Wasser gewaschene und mit Soda entsiuerte Bromid 


12* 
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wird nach dem Trocknen (Na,SO,) durch Destillation gereinigt. Siede- 
punkt 72—75°/10 mm, D,. = 1,086. Das Bromid ist eine farblose Fliissigkeit 


(Ausbeute: fast quantitativ). 


y-Athyloctansaure (I1) 


75 g Natrium werden in 750 ccm absolutem Alkohol gelést und nach 
dem Erkalten mit 547 g Malonester versetzt. Die Masse wird zum Sieden 
erhitzt und langsam 700 g 2-Athylhexylbromid zugetrépfelt. Das Ganze 
wird noch 24 Stunden unter RiickfluB gekocht. Dann wird mit 700 g Kalium- 
hydroxyd versetzt und abermals 2 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Man 
destilliert den Alkohol ab und lést den Riickstand in Wasser. Die stark 
alkalische Lésung wird mehrmals mit Ather ausgeschiittelt zur Entfernung 
des Unverseifbaren. Dann wird die Lisung stark angesiuert und die ab- 
geschiedene, stark braun gefirbte Disiure im Scheidetrichter abgetrennt. 
Die Siure wird noch mit wenig Wasser gewaschen. 


Die rohe Disiure wird langsam bis zum Aufhéren der Kohlensdure- 
entwicklung auf 180° erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die gebildete 
y-Athyloctansiure im Vakuum abdestilliert. Sie geht bei 10 mm als farb- 
lose Flissigkeit bei 142—143° iiber. Mol.-Gew. ber. 172, gef. 173,1 (Aus- 
beute 81°/, auf Athylhexanol berechnet). 


Die y-Athyloctansiiure riecht nur schwach aber anhaftend nach Fett- 
sdiuren. 


4-Athyloctanol (III) 


800 g y-Athyloctansiure werden in 2000cem Alkohol gelist und mit 
gasformiger Salzsiure in iiblicher Weise verestert. Der entsiuerte und ge- 
trocknete Ester siedet bei 108—110°/10 mm Hg. Er wird mit Kupfer-Chrom- 
kontakt versetzt und bei 270° im Autoklaven mit Wasserstoff reduziert*). Das 
Reaktionsprodukt zeigte nach dem Abfiltrieren des Kontaktes nur noch eine 
sehr geringe Verseifungszahl. Durch Destillation wird in einer Ausbeute 
von iiber 80°/, reines 4-Athyloctanol vom Siedep. 108—110°/10 mm Hg 
gewonnen. 


8-Athyl-l-bromoctan (IV) (4-Athyloctylbromid) 


Die Darstellung geschieht véllig analog der Darstellung von 2-Athyl- 
hexylbromid. Das 4-Athyloctylbromid ist eine farblose Fliissigkeit. Siede- 
punkt 104—106°/10 mm Hg, D,, = 1,068. 


e-Athyldecansaure (VII) 


Die Darstellung ist die gleiche wie bei y-Athyloctansiure. Es wurden 
angewandt: auf 700 g 3-Athyl-l-bromoctan 63,7 Na, etwa 650eem Alkohol 
und 506,7 g Malonester. Die reine Sdure bildet eine farblose, sechwach 
riechende fliissige Fettsiure. 


Mol.-Gew. Ber. 200,0 Gef. 200,3 





*) Die Esterreduktionen verdanke ich Dr. Pileh, Ammoniaklabora- 


torium Oppau der I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Ludwigshafen 
am Rhein. 











TS AE RI Ri ve RS Bye ave seu 


Fette aus Fettsiuren mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 181 


4-Athyloctylcyanid (V) 


200 g Cyankalium (98—99°/,) und etwa 2 g Kaliumjodid werden in der 
doppelten Menge Wassers gelést und langsam in 2000 ccm siedenden 96 °/, igen 
Alkohol gegeben. Zu der Liésung laBt man 585 g 4-Athyloctylbromid zu- 
flieBen. Das Ganze wird 15 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Dann wird 
der Alkohol abdestilliert. Das Nitril schwimmt als leicht gelb gefirbte 
Fliissigkeit auf der Salzlésung. Es wird mit Wasser gewaschen und destilliert 
(Siedep. 126—128°/14 mm Hg). 


0-Athylnonansiaure (V1) 


Das Nitril wird in Alkohol gelést. In die Lésung wird bis zur Sattigung 
Chlorwasserstoff eingeleitet. Man kocht das Ganze noch etwa 2 Stunden 
unter Riickflu8. Nun wird von Ammoniumchlorid abfiltriert, das Chlorid gut 
mit Alkohol gewaschen und die gemeinsamen Filtrate vom Alkohol befreit. 
Der erhaltene Ester wird durch Destillation gereinigt. Siedep.y7 4m wg 126 
bis 130°. Der Ester wird mit Natronlauge verseift und aus der Seifenlésung 
durch Siure die freie 6-Athylnonansiiure abgeschieden. Sie siedet bei 163 
bis 166°/17 mm Hg. Mol.-Gew. ber. 186,0, gef. 186,5. Die Sdure ist eine 
farblose Fliissigkeit von nur geringem Geruch. 


Darstellung der methylverzweigten Fettsiuren*) 
Die 6-Methyl-dodecans&ure wurde auf folgende Weise dargestellt: 


O CH 

CH, -(CH,),-C@ —» CH,-(CH,),-CCOH —> 

N\A \A 

Decylaldehyd Methylnonylearbinol 
i 

i | 

CH, - (CH,),° eg —»> CH,-(CH,),-CH-CH,-COOH 
2-Bromundecan VIII 6-Methyldodecansiure IX 


Methyl-nonylcarbinol 


In einen 8 Liter-Rithrkolben mit gut wirkendem Riickflu8kiihler werden 
2 Liter trockner Ather und 125 g Magnesiumspiine gegeben. Unter Kihlung 
leitet man Methylbromid bis zur vélligen Lésung des Magnesiums ein, was 
etwa 4—5 Stunden dauert. Man erwirmt noch 1 Stunde auf dem Wasser- 
bad und tropft nach dem Abkiihlen 780 g Decylaldehyd gelost im gleichen 
Volumen Ather ein. Nach einstiindigem Erwirmen wird in tiblicher Weise 
mit verdiinnter Siure zersetzt. Ausbeute an rohem Methylnonylcarbinol 
etwa 80°/, d. Th. 


2-Bromundecan (VIII) (Methyldecylbromid) 


Das Bromid wird aus dem Methyl]-nonylearbinol analog der Darstellung 
von 4-Athylhexylbromid gewonnen (Ausbeute70°/,). Siedep. 128° bei 15mm Hg. 
nj? = 1,4591. 





*) Dargestellt von Dr. B. Wei8 u. Dr. H. Funke, Ammoniaklabora- 
torium Oppau der I.G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen am Rhein. 
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8-Methyldodecansiure (IX) 


90 ¢ Natrium werden in 1500 cem absolutem Alkohol gelést und unter 
Riihren mit 660 g Malonester versetzt. Nach Zusatz von 920 g Methyldecyl- 
bromid wird 24 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Abkihlen wird 
das ausgefallene Natriumbromid abgesaugt und von der alkoholischen Lésung 
etwa */, abdestilliert und der Ester der 6-Methyl-decylmalonsiure (Siede- 
punkt 150—152° bei 2 mm Hg etwa 70°/, Ausbeute) mit Wasser abgeschieden. 
Je 400 g Ester werden mit 150 g Natriumhydroxyd gelést in 500 ccm Wasser 
bei 130—150° 5 Stunden im Autoklaven verseift. Die Seifenlésung wird 
zur Entfernung vom Unverseifbaren mit Benzin ausgeschiittelt. Die durch 
Ansiiuern erhaltene $-Methyl-decylmalonsiiure wird langsam zur Decarb- 
oxylierung auf 180° erhitzt bis zum Auflésen der Kohlensiureentwicklung. 
Die Rohsiure wird zwecks Reinigung mit Methylalkohol verestert und 
destilliert (Siedep. 125—130° bei 6 mm Hg, Verseifungszahl 240). Aus dem 
Ester werden in iiblicher Weise 214g 6-Methyldodecansiure (90°/, Ausbeute 
bezogen auf 6-Methyl-decylmalonester) gewonnen. 

Die $-Methyldodecansiure ist eine farblose dickliche Flissigkeit von 
charakteristischem, unangenehmem, stark anhaftendem Geruch. 


Darstellung der 0-Methyldodecansaure 
CH, CH, 


H | | 
CH, -(CH,),- CC —» CH,-(CH,),-C—HOH —» CH,-(CH,),-CHBr 
Octanal 1-Methyloctanol ]-Methyloctylbromid 
xX XI 
CH, CH, 
| | 
—+»> CH,-(CH,),-CH-CH,COOH ——»> CH,-(CH,),-CH-CH,-CH,OH ——> 
6-Methyldecansiure 3-Methyldecanol 
XII XI 
rie CH, 
| 
CH; -(CH,),-CH-CH,-CH,Br —-> CH,-(CH,),-CH-CH,-CH,-CH,-COOH 
3-Methyldecylbromid 0-Methyldodecansiure 
XIV 


1-Methyloctanol (X) 


640 g frisch destilliertes Octylaldehyd [Octanal (1)] werden mit einer 
Grignard-Liésung von 120 g Magnesium und etwa 500 cem Methylbromid 
umgesetzt. Die Ausbeute an rohem 1-Methyloctanol betrigt 680 g. 


1-Methyloctylbromid (XJ) 


Aus dem rohen Alkohol mit Bromwasserstoff bei 100—130°. Ausbeute 
etwa 80°/, d. Th. Siedep. 116—118°/38 mm Hg. (Br gef. 38,0, ber. 38,6 °%/,). 


#-Methyldecansaéure (XII) 


In iiblicher Weise wird aus dem Bromid (XI) mit Natriummalonester 
6-Methyldecylmalonester hergestellt (Ausbeute 75°/,). Nach dem Verseifen 
des Esters wird die Disiure durch Siure abgeschieden und durch Erhitzen 
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auf 160° decarboxyliert. Die erhaltene 6-Methyldecansiure wird mit 


Methanol und Schwefelsiure verestert. Der §-Methyldecansiuremethylester 
siedet bei 110—113°/18 mm Hg. 


3-Methyldecanol (XITT) 


Das 3-Methyldecanol wurde durch Hydrieren des Esters mit Kupfer- 
Chromkontakt und Wasserstoff bei 280° und 180 At. in einer Ausbeute von 


etwa 80°/, gewonnen. Das aus ihm mit Bromwasserstoff bereitete 3-Methy1l- 
decylbromid (XIV) siedet bei 120—124°/20 mm Hg. 


O-Methyldodecansaure (XIV) 


Aus 3-Methyldecylbromid wird in analoger Weise wie oben iiber die 
3-Methyldodecylmalonsiiure die 6-Methyldodecansiure in einer Ausbeute von 
80°/, d. Th. gewonnen. Siedep. 132°/10,6 mm Hg. S.Z. gef. 262. 

Die Saure bildet eine unangenehm riechende Olige Fliissigkeit. 

Die erhaltenen verzweigten Fettsiuren werden dann mit Glycerin und 
Zink als Katalysator in tiblicher Weise in die Triglyceride verwandelt und 
raffiniert*). Die Glyceride bilden farblose dlige Fliissigkeiten. 


Untersuchung der Harnextrakte auf Dicarbonsauren 


Nach vielen verschiedenen Versuchen, aus den Harnextrakten 
zu reinen krystallisierten Dicarbonséuren in méglichst hoher Aus- 
beute zu kommen, bewidhrte sich schlieBlich folgende Methode: 
Der Extrakt il in etwa der 5—10fachen Menge absoluten 
Methyl- oder Athylalkohol gelist und mit Chlorwasserstoff ge- 
sittigt. Die heiSe Lésung wird noch einige Stunden auf dem 
Dampfbad erwirmt. Man gieBt die Lésung auf viel Eis, dabei 
scheiden sich die Ester als dunkle Fliissigkeit ab. Die rohen 
Ester werden mit Ather aufgenommen und nacheinander mit 
verdiinnter Salzsiure, Wasser und Kaliumbicarbonatlésung durch- 
geschiittelt. Dann wischt man die Atherlésung nochmals mit 
Wasser und trocknet sie mit Natriumsulfat. Nach dem Ab- 
destillieren wird die braune Fliissigkeit im Vakuum (Wasserstrahl- 
pumpe) destilliert. Die Ester der Dicarbonsiuren gehen bis etwa 
180° tiber. Das farblose Estergemenge wird durch mindestens 
2 stiindiges Kochen mit 10°/, alkoholischer Kalilauge (10 fache 
Menge) verseift. Nach dem Abdestillieren des Alkohols werden 
die Dicarbonsaiuren mit verdiinnter Schwefelsiure in Freiheit ge- 
setzt. Die ausgeschiedenen Dicarbonsiuren werden mit viel**) Ather 





*) Die Darstellung aller erwihnten Glyceride aus den Fettsiiuren und 
Glycerin wurde von Dr. Schiller, Ammoniaklaboratorium Oppau der 
I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Ludwigshafen am Rhein durchgefiihrt. 

**) Dies ist notwendig, da z.B. die Adipinsiure nur wenig in Ather 
léslich ist und so leicht tibersehen werden kann. 
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ausgezogen. Nach dem Abdestillieren des Athers bleiben die rohen 
Dicarbonsiuren als halbfeste Krystallmasse zuriick. Sie werden | 
zur Entfernung anderer Sauren und Phenole mit wenig Petrol- 
Ather gewaschen. Nun titriert man in siedendem Alkohol einen 
aliquoten Teil und bestimmt so das Aquivalentgewicht des Siure- 
gemisches. Dann lést man die Gesamtmenge in der entsprechen- 
den Menge n oder n/10-Natronlauge auf. Die Lésung wird mit 
Ather iiberschichtet und gut durchgeschiittelt. Eine der gebrauch- 
ten Menge Natronlauge Aquivalente Menge Schwefelsiure wird nun 
in kleinen Anteilen — wir verwandten meist '/,, der Gesamt- 
menge — zugefiigt und die in Freiheit gesetzten Dicarbonsaéuren 
ausgeiithert. Man erhalt so eine beliebige Anzahl von Ather- 
fraktionen, aus denen nach dem Kindampfen die Dicarbonséuren 
mehr oder weniger rein auskrystallisieren. In den ersten Frak- 
tionen sind die héheren Dicarbonsiuren, spater folgen die niederen. 
Die einzelnen Fraktionen werden aus Essigester oder Chloroform 
wiederholt umkrystallisiert bis zum konstanten Schmelzpunkt. 

Wendet man dieses Verfahren auf Hundeharnextrakt nach 
Verfiitterung von 8 kg*) Cocosfett an, so findet man 10,3 g rohe 
krystallisierte Dicarbonsaiuren. Aus ihnen konnte leicht reine 
Korkséure (Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 141°, verlangt 141°; 
Aquiv.-Gew. gef. 87,4, ber. 87,05) und Sebazinsiiure (Schmelzpunkt 
und Mischschmelzp. 133-1349, verlangt 133—134°; Aquiv.-Gew. 
gef. 100,2, ber. 101,1) isoliert werden, Adipinsiure wurde nicht 
gefunden! 

Aus 1 kg*) Fett G.137 erhailt man nach der Verfiitterung 
aus dem Harnextrakt 16,0 g rohe krystallisierte Dicarbonsiuren. 
Aus ihnen wurde Sebazinsaure (gef. Schmelzp. 133°, Aquiv.-Gew. 
101,9), Azelainsaure (gef. Schmelzp. 104°, Aquiv. -Gev. 42,7), Kork- 
siure (gef. Schmelzp. 141°, Agquiv. ew, 87,2) und Adipinsadure 
(gef. Schmelzp. 152°, Aquiv.-Gew. 72,2) rein isoliert. 

Aus 3kg*) Fett G.138—140 wurden in analoger Weise 30¢ 
rohe krystallisierte Dicarbonsauren isoliert. Aus ihnen konnten 
Sebazinsiure (gef. Schmelzp. 1383—134°, Aquiv.-Gew. 100,8), Aze- 
lainséure (gef. Schmelzp. 110°, Aquiv. ive. 93,2), Korksiure (gef. 
Schmelzp. 140°, Aquiv. -Gew. 87,5), Pimelinsiure (gef. Schmelz- 
punkt 100— 106°, Aquiv.-Gew. 80,7) und Adipinsiure (gef. Schmelz- 
punkt 152°, Kquiv. -Gew. 74,1) rein isoliert werden. Es wurde ein- 
gangs schon erwihnt, daB diese Dicarbonsauren bei der Verfiitterung 





*) 100 g pro Tag und Tier mit der Standardkost verfiittert. 
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der Fette G.137 und G.138—140 ihre Entstehung zum gréBten 
_ Teil den Dicarbonsauren: Decandisiure, Undecandisiure, Dodecandi- 
siure, Tridecandisiure und Tetradecandisiure verdanken, die in 
den Rohfettsiuren als Verunreinigung?) vorhanden waren und dar- 
aus rein isoliert werden konnten. Aus einem von Dicarbonsiuren 
befreiten Fettsiuregemisch wurde das Fett G.301 gewonnen, nach 
dessen Verfiitterung aus dem Harnextrakt keine krystallisierten 
Dicarbonsiuren isoliert werden konnten. (Dieser Versuch wird 
mit einer gréBeren Menge Versuchsfett nochmals wiederholt.) 


Zusammenfassung 


1. Es wurde gefunden, dab Fette aus unverzweigten Fett- 
siuren mit gerader und ungerader Kohlenstoffatomzahl im Harn 
von Hunden keine stiarkere Ausscheidung saurer Stoffwechsel- 
endprodukte bedingen als natiirliche Fette. 

2. Die Glyceride der methylverzweigten Fettsiuren — «-Methyl- 
dodecansiure, -Methy!dodecansiure und 6-Methyldodecansiure — 
bedingen, an Hunde verfiittert, nur eine relativ geringe Steigerung 
der Ausscheidung saurer Stoffwechselendprodukte im Harn, die 


Glyceride der athylverzweigten Fettsiuren — y-Athyloctansiure, 
d-Athylnonansaéure und «-Athyldecansiure — hingegen zeigen 


eine ganz erhebliche Steigerung der Ausscheidung verglichen mit 
natiirlichen Fetten oder Glyceriden aus geradkettigen Fettsiuren. 

3. Es wird eine Methode zur Isolierung von Dicarbonséuren 
aus Hundeharn beschrieben. Nach dieser Methode wurde nach 
Verfiitterung von Cocosfett Korksiure und Sebazinséure aus 
Hundeharn rein gewonnen. Nach Verfitterung von Fetten aus 
gerad- und ungeradzahligen dicarbonsiurehaltigen Fettsiuren (C,, 
bis C,,) wurden so Adipinsiure, Pimelinséure, Korksaure, Azelain- 
siure und Sebazinsiure im Harn gefunden. 





1) H. Hanson [Ernihrung 6, 273 (1941)] findet nach Verabfolgung eines 
Versuchsfettes aus Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoffatom- 
zahl eine Steigerung der Ausscheidung von Dicarbonsiuren. Da Hanson 
nicht angibt, ob die Fettsiuren seines Versuchsfettes von Dicarbonsiuren 
befreit waren, ist anzunehmen, daB auch die von ihm gefundene erhéhte 
Diacidurie nur auf im Versuchsfett vorgebildeten Dicarbonséiuren beruht. 
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Zur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 
Vierte Mitteilung 
Von 
H. Appel, H. Béhm, W. Keil und G. Schiller 
Mit 11 Figuren im Text und auf Tafel IT 





(Aus dem Ammoniaklaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Ludwigshafen/Rhein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1942) 








Unsere bisherigen Untersuchungen iiber Fette aus Fettsduren 
nur ungerader Kohlenstoffatomzahl') haben gezeigt, daB solche 
wie natiirliche Fette im Organismus verwertet werden. Im fol- 
genden wird nun der Beweis erbracht, daf Fettsiuren mit un- 
gerader Kohlenstoffatomzahl ebenso wie Fettsiuren mit gerad- 
zahliger Kette im Depotfett abgelagert werden. Wir benutzten 
zu diesem Zweck ein gesittigtes Fett, das ungeradzahlige und 
geradzahlige Fettsiuren zu gleichen Teilen enthielt?). 

Bekanntlich ist die Zusammensetzung des Depotfettes weit- 
gehend von dem mit der Nahrung aufgenommenen Fett abhingig, 
insofern als stark gesittigte Nahrungsfette auch ein stirker ge- 
sittigtes Depotfett bedingen, wihrend stark ungesittigte Fette zu 
ungesittigteren Depotfetten fiihren. In Rattenversuchen ist von 
Barbour®) der Gehalt des Koérperfettes an gesiittigten Fettsiuren 
proportional der Zufuhr solcher Siuren gefunden worden, doch 
soll er héchstens auf 25—27°/, gesteigert werden kinnen. Eine 
dariiber hinaus verfiitterte Menge gesittigter Fettsiiuren soll im 
Kot ausgeschieden werden. Dies steht im Gegensatz zu unseren 
bisherigen Erfahrungen. Wir fanden nach Verfiitterung von voll- 
kommen gesittigten Fetten*) bei Ratten Kérperfette, die mehr 
als 60°/, gesittigte Fettsiuren enthielten. Diesen Befund konnten 





1) Diese Z. 266, 158 (1940). 


*) Im folgenden ist dieses Fett als Versuchsfett G 118/119 bezeichnet. 
8) A. D. Barbour, J. of Biol. Chem. 106, 281—288 (1934). 
4) A. a. O. u. Seite 11. 
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wir am Depotfett von Ziegen bestitigen. Wenn Barbour nur 
einen geringen Anstieg der gesittigten Fettsiuren im Ko6rperfett 
gefunden hat, so deswegen, weil die verwandten Fette — aufer 
Schweinefett — vem vornherein weniger als 25°/, gesidttigte 
Anteile enthalten. Seine Versuche muBten daher zwangslaufig 
zu stark ungesittigten Kérperfetten fiihren. Das verfiitterte 
Schweinefett mit einem Gehalt von 36°/, gesattigten Fettsiuren 
ergab nach Barbour ein Kérperfett mit nur etwa 26°/, ge- 
saittigten Anteilen. Daraus einen allgemeinen Schlu8 abzuleiten, 
daB der Rattenorganismus bei Verfiitterung gesittigter Fette 
héchstens 27°/, davon speichern kann’), erscheint uns zu wenig 
begriindet. Auch bei dem natiirlichen Cocosfett fanden wir nach 
Verfiitterung an Ratten ein Kérperfett mit 65°/, gesittigten An- 
teilen. Wir haben auch auf Grund unserer friiheren Resorptions- 
versuche keinen Anhalt dafiir, daB gréBere Mengen gesittigter 
Fettsiuren im Kot ausgeschieden werden. Es kann also keinem 
Zweifel unterliegen, daB durch das Nahrungsfett die Zusammen- 
setzung des Depotfettes stiirker verindert werden kann, als bisher 
bekannt war. Es war daher von besonderem Interesse, zu priifen, 
ob ungeradzahlige Fettsiuren, die sich im iibrigen wie gerad- 
zahlige verhalten, auch im Depotfett abgelagert werden, was wir 
in Versuchen mit Ziegenlammern experimentell belegen konnten. 


I. Fiitterungsversuche mit Ziegenlammern. 


Wir haben zu den nachfolgenden Versuchen deswegen Ziegen 
gewahlt, weil bei ihnen im Gegensatz zu den Ratten das Depot- 
fett leicht in gréBerer Menge gewonnen werden kann. Mannliche 
Ziegenlammer im Gewicht von etwa 5 kg wurden mittels Flasche 
und Sauger, wodurch eine exakte Kontrolle der Nahrungsauf- 
nahme gewihrleistet war, mit einer Kmulsion aus Magermilch 
und Fett gefiittert. Die Emulsion enthielt im Liter 39g Fett?), 
15 g Cenovis-Trockenhefe, 0,17 com Vogan, 0,08 ccm Vigantol, 
5 g Salzmischung’) und 25 g gemahlene Weizenkérner. Der Ge- 





1) Dieser Befund ist in Oppenheimer: Handbuch d. Biochem. des 
Menschen u. der Tiere, 2. Aufl. Erg. Werk Bd. III, 8S. 647 bereits als all- 
gemein giltige Tatsache dargestellt worden. 

*) Der mittlere Fettgehalt von Ziegenmilch wird mit 3,9°/, angegeben, 
der Fettgehalt unserer Versuchsnahrung liegt also innerhalb der physiolo- 
gischen Grenzen (Kuczynski, Deutschlands Versorgung mit Nahrungs- u. 
Futtermitteln, II. Teil, Tierische Nahrungs- u. Futtermittel, §. 125, 
Berlin 1927). 


5) Hubbel, Mendel u. Wakemann, J. Nutrit. (Am.) 14, 273 (1937). 
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halt der Grundnahrung an natiirlichem Fett betragt 0,14°/,. Im 
Gesamtfett der Versuchsnahrung sind also nur 3,6°/, an natiir- 
lichem Fett enthalten. Am Caloriengehalt der Gesamtnahrung 
ist das Fett mit 85°/, beteiligt!). Die Emulsion wurde bei 40 
bis 50° in einem Turbo-Mischer?) hergestellt. Die Fitterung 
erfolgte zweimal tiglich bis zur vollstindigen Sattigung. Zu- 
sitzlich erhielt jedes Tier tiglich rohen Spinat, dessen Menge 
mit fortschreitender Gewichtszunahme von 50 auf 150¢ ge- 
steigert wurde. Als Nahrungsfette dienten unser Versuchsfett 
G 118/119, Cocosfett und Butterfett*). Entsprechend diesen Fetten 
waren drei Gruppen von fiinf, vier und drei Tieren gebildet 
worden, deren Wachstumsverlauf und Nahrungsaufnahme iber 
sieben Monate verfolgt wurde. Wachstum und Gesundheitszustand 
aller Tiere waren gut, das Haarkleid voll und glinzend. Ein 
Tier der Cocosfettgruppe ging vorzeitig an Blihungen ein. Die 
Entwicklung der Hinzeltiere geben wir in den Gewichtskurven 
Fig. 1—3. Wie man sieht, sind in allen Gruppen gut und 
schlecht wachsende Tiere enthalten. Betrachtet man die Kurven 
der Mittelgewichte (Fig. 4) oder besser die auf kg Kérpergewicht 
berechneten Zuwachsmittelwerte (Fig. 5), so zeigt sich in der 
Periode des stairksten Wachstums kein Unterschied zwischen den 
untersuchten Fetten. Erst spater trennen sich die Kurven, wobei 
die Butterfettgruppe hinter den beiden anderen Gruppen zuriick- 
bleibt. Die Differenz zwischen Cocosfett und Butter ist signifi- 
kant‘), wahrend zwischen Cocosfett und G 118/119 einerseits, 
sowie G 118/119 und Butterfett andererseits kein statistisch ge- 
sicherter Unterschied besteht. 

Betrachtet man die Nahrungsaufnahme, die in Fig. 5 in der 
unteren Kurve in Liter Milch pro kg Tiergewicht dargestellt ist, 
so ergibt sich, daB die Butterfettgruppe den geringsten, die Ver- 
suchsfettgruppe den héchsten Verbrauch an Nahrung hat. Die 
Cocosfettgruppe zeigt anfanglich einen héheren und gegen Ende 
des Versuchs einen der Butterfettgruppe Ahnlichen Verbrauch. 





’) Berechnet nach Schall, Nahrungsmitteltabelle, Leipzig 1941. 

?) Fabrikat Kiihnle, Kopp u. Kausch, Frankenthal. 

*) Da uns die Butterbeschaffung im Friithjahr 1938 teilweise Sehwierig- 
keiten machte, haben wir die Butterfettemulsion so hergestellt, daB wir in 
einen Liter Vollmilch (3,5°/, Fett) 5 g Butterfett (wasserfrei) emulgierten. 
Dieser Emulsion wurden nur 0,08 com Vogan und 0,04 cem Vigantol 
pro Liter zugesetzt. 


*) J. H. Burn, Biolog. Auswertungsmethoden, Berlin 1937, S. 22. 
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Bei der Wertung von Nahrungsverbrauch und Zuwachs kommt 
man zu folgender Reihenfolge: Cocosfett, Butter, G 118/119. 
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Der erhéhte Nahrungsbedarf beim Versuchsfett G 118/119 ist, 


wie im folgenden gezeigt wird, auf dessen geringere Resorption 
zuriickzufiihren. 
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Resorptionsversuche 


Zu verschiedenen Zeiten des Fiitterungsversuches wurde die 
Resorption bei je zwei Tieren jeder Gruppe bestimmt. Der Kot 
wurde tiaglich gesammelt, iiber Schwefelsiure im Vakuum bei 50° 
getrocknet und der gesamte Trockenkot staubfein gemahlen. Zur 
‘Analyse bedienten wir uns der Methode von Tidwell und 
Holt), die wir insofern etwas abinderten, als wir bei der Be- 
stimmung der Seifenfettsiuren nicht wie dort nach Ansiuern die 
Fettsiuren extrahierten, sondern den verbleibenden Kotschlamm 
mit 5/n-KOH aufschlossen und die Fettsiuren nach Kumagava 
und Suto?) gewannen. Die Aufteilung in Neutralfett, freie Hett- 
siuren und Seifen erschien uns wegen etwa zu erwartender er- 
héhter Ausscheidung von Neutralfett wiinschenswert. Wie bei 
allen derartigen Trennungs-Methoden fiir Kotfett diirfen wir bei 
diesem Arbeitsgang keine 100°/,ige Abtrennung der Einzel- 
komponenten des Kotfettes erwarten, doch sind die erhaltenen 
Zahlen fiir die Beurteilung unserer Fragen hinreichend genau. 
Der Gesamtfettgehalt des Kotes zur Berechnung der Resorption 
stimmt bei der modifizierten Methode mit den direkt nach 
Kumagava und Suto erhaltenen Werten iiberein. Der Re- 
sorptionsversuch IIT ist deshalb nur nach Kumagava und Suto 
analysiert. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, wird das Versuchsfett 
G 118/119 nicht ganz so gut resorbiert wie Cocos- und Butter- 
fett. Da bekanntlich Fette mit Schmelzpunkten iiber der Kérper- 
temperatur schlechter resorbiert werden’), ist es verstindlich, daB 
das Versuchsfett G 118/119 mit einem Steigschmelzpunkt*) von 
42,8° gegeniiber Cocosfett mit 245° und Butterfett mit 18,0° 
schlechter abschneiden mu8. Weiter zeigt die Zusammenstellung, 
da mit zunehmender Versuchsdauer bei allen Fetten die Resorption 
geringer geworden ist. 

Die Verteilung des im Kot ausgeschiedenen Fettes in Neutral- 
fett, freie Fettsiure, Seifenfettsiure und Unverseifbares ergibt sich 
aus Tab. 2. Dabei zeigt sich, daB die prozentualen Anteile der 





1) J. biol. Chemistry 112, 605 (1935). 

2) Biochem. Z. 8, 337 (1908). 

*) So wird z. B. aus der 20°/, Fett enthaltenden Grundnahrung der 
Rindertalg (Steigschmelzp. 45,2°) von Ratten mit nur 78°/, resorbiert, wih- 
rend das Cocosfett (Steigschmelzp. 24,5°) bei den gleichen Bedingungen 
mit 98°/, resorbiert wird. Vgl. auch II. Mitteilung. 

4) Wizéff, 1930, S. 72. 
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Tabelle 1 
. °/, Resorp- 
: Milch Kot eg 
Fett = © Hw Seleata lea 
aie ink er S2| Sel A |S 
G 118/119} Resorption I 
55.—63. Vers.- 1 418,03) 3,53 | 636] 372) 37,3;1389 | 78,1 84 
Tag 4.7.-12.7.38] 2118.48] 3,53 | 6521287 | 24,5| 70,4] 89,2 
Resorption II 
79.—90. Vers.- | 1}20,60] 3,53 | 726 | 404 | 33,5 |135,3] 81,4 | 9 
Tag 28.7.-8.8.38] 2 127,00) 3,53 | 9541424 | 34,4 /|145,9] 84,8 
Resorption III 
122.—139.Vers.-| 126,70) 3,53 | 943] 755 | 29,6 |224,0] 76,3 79 
Tag 9.9.-26.9.38] 2]47,40| 3,53 | 1674 | 825 | 38,0 |313,0] 81,4 
Cocosfett | Resorption I 4 121,04) 8,35} 705}253; 7,1) 18,0] 97,5 96 
5 119,48; 3,85 | 653} 264; 11,2; 29,6} 95,5 : 
Resorption IT | 4]23,20) 3,35 | 776|273; 9,4| 25,7] 96,7 96 
5) 121,40) 3,85 | 717] 255) 12,3) 31,4] 95,5 
Resorption III} 41]38,98| 3,35 | 1803 | 664 | 16,8 |111,5] 91,5 91 
5 137,20) 3,35 | 12501512 | 23,5 | 120,2] 90,4 
Butterfett,| Resorption I 11 418,87) 3,84 | 7251199) 9,6| 19,1] 97,4 97 
12 }15,18| 3,84 | 583]180/ 10,8; 19,5] 96,6 
Resorption II | 11 25,00) 3,84 | 960] 210} 13,5| 28,4] 97,0 97 
12 ]17,25| 3,84 | 6631188) 12,6| 23,7] 96,4 
Resorption III | 11 }41,23| 3,84 | 1580] 726 | 16,4 |119,1] 92,5 99 
"| 12 127,43] 3,84 | 10541569 | 15,6 | 88,8] 91,5 








Kinzelkomponenten fiir alle drei Fette in der gleichen GréBen- 
ordnung liegen. Die vermutete erhéhte Ausscheidung von Neutral- 
fett ist bei dem am schlechtesten resorbierten Fett nicht ein- 
getreten. Der griBte Anteil des im Kot erscheinenden Fettes 
entfillt bei allen drei Fetten auf die Seifen. Betrachtet man 
die Absolutwerte fiir die ausgeschiedenen Seifenfettsiuren, so 
liegen sie am héchsten fiir das Versuchsfett G 118/119. Inwie- 
weit dadurch eine erhdhte Belastung des Mineralstoffwechsels 
eintritt, ist bei unserer mineralstoffreichen Nahrung nicht zu ent- 
scheiden. In Selbstversuchen') mit dem Versuchsfett G 118/119 
konnten wir eine solche nicht feststellen. 


Uber die Abhingigkeit der mittleren Kettenliange der Kot- 


fettsiuren und den Grad ihrer Ungesi&ttigtheit vom Nahrungsfett 
unterrichtet Tab. 3. | 





1) Bisher noch unverdffentlichte Arbeiten. 
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Tabelle 2 
In 100 g Trockenkot sind enthalten g} , — 
0 
Fett Resorption I | Resorption IT Gesamt- 
. Mittel | kotfettes 
Tier 1 | Tier2 | Tier 1 | Tier 2 
G 118/119] Neutralfett*). . .] 4,41 | 2,53) 4,25) 3,15] 3,6 10,2 
Freie Fettsiuren .| 8,68) 2,89 8,11) 3,19] 5,7 16,1 
Seifenfettsiuren . | 24,19 | 19,11 | 21,14 | 28,09 | 23,1 65,0 
Unverseifbares. .]| 2,79; 2,58] 3,54] 3,51] 3,1 8,7 
____ Summe | 35,5 | 100,0 _ 
Tier 4 | Tier 5 | Tier4 | Tier5 
Cocosfett | Neutralfett*). . .}| 0,59 |} 1,10} 1,09 | 0,70 0,9 7,4 
Freie Fettsiuren .}| 1,83 | 3,78 | 2,56 | 1,42 2,4 19,7 
Seifenfettsiuren . | 4,70 | 6,31 | 5,70 | 10,23 6,7 54,9 
Unverseifbares. .| 2,02 | 2,20 | 2,28 | 2,36 2,2 18,0 
Summe | 12,2 | 100,0 
Tier 11|Tier 12)Tier11/Tier 12 
Butterfett| Neutralfett*). . . | 1,41 | 0,94 | 1,48 | 1,20 is 9,2 
Freie Fettsiuren .| 4,34 | 1,29 | 3,83 | 2,72 3,1 22,0 
Seifenfettsiuren .| 3,87 | 8,57 |} 8,201 8,72 ‘ton 51,8 
Unverseifbares. .] 2,03 | 2,54 | 2,30 | 2,63 2,4 17,0 
Summe | 14,1 | 100,0 


*) Als Fettsiiuren des Neutralfetts bestimmt. 
Tabelle 3 


Mittleres Molekulargewicht und Jodzahlen der Kotfettsiuren 
(aus Resorptionsversuch III) 

















. _{Mittleres Molgewicht} = Mittlere Jodzahl der 
Fett 52 der Kotfettsiuren Kettenlinge pore Nahrungs- 
as Mitte) | er Fettsiuren fette 
G 118/119} 1 | 295,3 4,9 
21 2984 | 2969 Cro 49 2,5 
Cocosfett 4 243.1 | 11,7 
5 | 23908 | 2414 Crs 13,7 8,6 
Butterfett | 11 | 260,1 _ 16,7 
12 | 261.9 | 761,0 Cro 17.7 42,7 




















Ks zeigt sich, da8 beim Versuchsfett G 118/119 die Ketten- 
lange der Kotfettsiuren wesentlich gréBer ist als bei Cocos- oder 
Butterfett. Daraus ergibt sich, daB man zweckmaBig nur solche 
Versuchsfette verwendet, die keine hdheren Siuren als C 
enthalten. 
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Mit der Ungesittigtheit der Nahrungsfette steigt auch die 
der Kotfettsiuren. 


II. Die Aufarbeitung der Versuchstiere 


Nach AbschluB der Fiitterung wurden von jeder Gruppe zwei. 
Tiere geschlachtet}). Der Fettansatz war, wie aus den Fig. 6—8 
hervorgeht, bei allen Tieren befriedigend. Die makroskopische 
Beurteilung der inneren Organe ergab fir alle Gruppen keine 
Besonderheiten. Leber, Lunge, Milz, Herz und Nieren wurden 
in gut ausgeblutetem Zustand gewogen. Die Gewichte zeigten 
nur bei den Nieren eine Gesetzmabigkeit. Aus der nachfolgenden 
Tab. 4 ersieht man, daB das Nierengewicht pro kg Tiergewicht 
bei der Versuchsfettgruppe G 118/119 am héchsten ist. 


Tabelle 4 











Tie Lebendgewicht | Summe der g Nierengewicht 
Fett ag der Tiere am Gewichte kg Tiergewicht 




















Schlachttag beider Nieren | 5.) deat | Mabakwort 
G 118/119 2 24,0kg 120,2 g 5,0 47 
3 25,8 ,, 115,2,, 4,46 ; 
? 26,0 ,, 114,7,, 4,42 
Cocosfett 4 28,2 ,, 85,5 ,, 3,03 3.0 
5 26,8 ,, 79,4 ,, _ 2,96 aS 
Butterfett | 11 24,1 ,, 76,4,, 3.37 35 
12 BaF i 80,3 ,, 3,80 : 








Wir glauben, daB diese Hypertrophie funktionell bedingt ist. 
Thre Ursache vermuten wir in dem erhéhten Gehalt harnpflichtiger 
Sauren des Versuchsfettes G 118/119) Vielleicht tragt auch die 
vermehrte Milchaufnahme dieser Versuchsgruppe mit dazu bei. 

Bei der histologischen Untersuchung*) von Gehirn, Lunge 
und Darm wurden keine pathologischen Befunde erhoben. 

Bei der Leber ergab die Untersuchung folgende Resultate: 





1) Kin weiteres Tier (Nr. 7) der Versuchsfettgruppe G 118/119 erhielt 
anschlieBend an die Fettfiitterung noch 75 Tage lang Magermilch und Heu 
und wurde dann ebenfalls geschlachtet. 

®) Vgl. voranstehende III. Mitteilung. Das dort erwihnte Fett G 138/140 
entstammt dem gleichen Ausgangsmaterial. 

8) Fiir die Durchfiihrung der histologischen Untersuchungen danken 
wir Herrn Dr. Klinke, Oppau. 
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Versuchsfettgruppe Tier 2, 3 u. 7: o. B. 
G 118/119 


Cocosfettgruppe Tier 4.u.5: oo. B. 


Butterfettgruppe § Tierll Neutralfett: Mittlerer Fettgehalt in der Peri- 
pherie der Liappchen. 


Tier11 Fettsiuren: In miBiger Menge periphere Ver- 
fettung. 


Tier12 Neutralfett: In geringem Grade duferst fein- 
-  tropfiges Neutralfett. 


Bei den Nieren zeigte sich folgendes Bild: 
Versuchsfettgruppe ‘Tier2 Fettsiuren In den Epithelien der Harnkanil- 


G 118/119 chen stellenweise Fett. 
Tier 3 o. B. 
Tier 7 Fettsiuren In den Harnkanilchen geringer 
Fettgehalt. 
Cocosfettgruppe Tier 4 u.5 o. B. 


Butterfettgruppe Tier 11 o. B. 


Tier 12 Fettsiuren In den Harnkanilchen andeutungs- 
weise fettpositiv. 


Bei den vorstehenden Angaben handelt es sich nur um 
pathologische Fettvorkommen, jedoch stellen die erhobenen Be- 
funde lediglich geringe Abweichungen vom Normalzustand dar. 
Bei dem kleinen Tiermaterial erscheint uns dieses Ergebnis zwar 
von Interesse, doch bedarf es weiterer Uberpriifung. 

Von dem in den Ziegen enthaltenen Fett haben wir das 
Depot-, Muskel-, Knochen- und Leberfett untersucht. Zur Ge- 
winnung des Depotfettes wurde das Nieren- und Netzfett sowie 
alle kleineren Fettdepots, soweit sie sich herauspriparieren lieBen, 
vereinigt. Die verbleibenden Fleischteile wurden vollstaindig von 
den Knochen entfernt und Knochen und Muskel getrennt auf- 
gearbeitet. 

GemiB der oben genannten Kinteilung wurden die einzelnen 
Chargen zur Gewinnung der in ihnen enthaltenen Fettsiuren mit 
5n-Kalilauge unter Stickstoff verseift und die Fettsiuren nach 
Kumagava und Suto?) isoliert, wobei wir von den erhaltenen 
Petrolatherlésungen im pea AY ake ay unter sauerstofifreiem 
Stickstoff das Lésungsmittel abdestillierten. Zur Entfernung der 
letzten Petrolitherreste wurden die Sauren noch im Hochvakuum 
(2 mm Hg) unter SauerstoffausschluB fir kurze Zeit auf 75° er- 
wirmt. Die erhaltenen Fettsauren waren nur leicht gelb gefirbt. 





1) a. a. O. 
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Leberfettsiuren 


Bei der Betrachtung 
der Untersuchungsergeb- 
nisse (Tab.5) an den Lebern 
der drei Versuchsgruppen 
ergaben sich keine charak- 
teristischen Unterschiede. 
Sowohl bei dem auf das 
kg Tiergewicht bezogenen 
Lebergewicht als auch beim 
Fettsiuregehalt und den 
Kennzahlen der Sauren 
zeigten sich keine Gesetz- 
miBigkeiten. Die mittlere 
Kettenlinge der Leberfett- 
sduren scheint beim Ver- 
suchsfett G 118/119 etwas 
erhéht zu sein. Diese Er- 
gebnisse bestitigen die all- 
gemein bekannte Tatsache, 
daB die Zusammensetzung 
der Organfette durch das 
Nahrungsfett nicht beein- 
fluBt wird. : 


Depot-, Muskel- und 
Knochenfett 

Die Ergebnisse der Auf- 
arbeitung von Depotfett, 
Muskeln und Knochen sind 
in Tab. 6 enthalten. Wie 
aus der Nahrungsaufnahme 
zu erwarten war, zeigte die 
Butterfettgruppe den  ge- 


ringsten Ansatz von Depot- 
fett, wahrend die Cocos- 
und die Versuchsfettgruppe 
G 118/119 annahernd glei- 
chen Fettansatz aufweisen. 

Mengenmabig entfallt 
auf die Depotsauren der 


H. Appel, H. Bohm, W. 


Tabelle 7 


Keil und G. Schiller, 
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Hauptanteil, dann folgen die Knochen- und schlieBlich die Muskel- 
fettsiuren. Der Fettsiuregehalt der Knochen liegt in der Ver- 
suchsfettgruppe G 118/119 doppelt so hoch wie in den beiden 
anderen Gruppen. 


Bei dem im AnschluB an die Fettfiitterung noch 75 Tage 
lang fettfrei ernaihrten Tier der Versuchsfettgruppe G 118/119 
ist die Depot- und Knochenfettmenge deutlich abgesunken, der 
Gehalt an Muskelfett ist dagegen erhalten geblieben. Das Knochen- 
fett verhilt sich im ,Hungerzustand“ wie ein Depotfett, das 
Muskelfett wie ein Organfett. Den Kennzahlen nach (Tab. 7) 
steht das Knochenfett zwischen Depot- und Muskelfett. Fiir das 
Depotfett finden wir die eingangs bereits erwahnte Abhangigkeit 
des Sattigungsgrades vom aufgenommenen Nahrungsfett bestatigt. 
So ergab sich bei Verfiitterung des Versuchsfettes G 118/119 
mit einer J.Z. 2,3 ein Depotfett mit rd. 70°/, gesatttigten Fett- 
siuren, beim Cocosfett mit der J.Z. 8,6 ein solches mit rd. 68°/, 
gesittigten Fettsiuren, wihrend das héher ungesittigte Butterfett 
(J. Z. 42,7) immer noch etwa 55°/, gesattigte Fettsiuren im Depot- 
fett liefert'). Aus diesen und den an Ratten gefundenen Werten 
ergibt sich die véllige Haltlosigkeit der Schlu8folgerungen Barbours 
aus seinen Versuchen. 


III. Trennung der Depotiettsiuren 


Depotfettsiuren nach Verfitterung 
von Versuchsfett G 118/119 


Bei der Isolierung der einzelnen Fettsiuren des Depotfettes 
haben wir zunichst auf eine Trennung in gesattigte und un- 
gesattigte Sauren verzichtet und zuerst die Frage der Ketten- 





1} An den Ko6rperfetten von Ratten wurden folgende Zahlen ge- 
funden: 








Gesittigte OL 























* Linol- 
Fett J.-Z. | Rh.-Z. isa ai Pt Be oe 
0 
Ungerades*) Cocosfett . . 35,1 28,8 68,1 25,1 6,9 
Resynthetisiertes Cocosfett 37,6 33,6 62,8 32,4 4,4 
Natiirliches Cocosfett .. 38,0 31,1 65,7 26,9 7,6 


wi ee af 
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lange mit einem Teil der erhaltenen Depotfette gepriift’). Zu 
diesem Zweck wurde das Fettsiuregemisch in iiblicher Weise in 
die Methylester iibergefiihrt und diese, um die Trennung durch 
Destillation zu erleichtern, bis zur Sattigung hydriert. Die Hydrie- 
rung wurde mit Nickelkontakt in fliissiger Phase bei 160° und 
200 Atm.-Druck vorgenommen. Die hydrierten Ester, deren Jod- 
zahl unter 1 lag; wurden in der bere‘ts friiher?) erwihnten Kolonne 
im Vakuum der Olpumpe (2—5 mm Hg) fraktioniert destilliert, 
wobei wir das Destillat in gleichmaiBige Fraktionen von etwa 
5 com teilten (bei Ubergangsgebieten nur 2 ccm) und von jeder 
Fraktion Brechungsindex, Schmelzpunkt und Verseifungszahl be- 
stimmten. Die Methylester aus den einheitlichen Fraktionen 
wurden verseift, die Siuren gewonnen und zur weiteren Bestati- 
gung ihr Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt mit den benachbarten 
Sauren und Saurezahl bestimmt. Die Destillationszeit fiir 300 g 
Ester betrug anfangs 30, spaiter 45—60 Stunden, wodurch die 
Trennung noch wesentlich verbessert und die Menge der Zwischen- 
fraktionen vermindert werden konnte*). In Fig. 9 ist eine der 
erhaltenen Destillationskurven dargestellt. FaBt man die gileich- 
artigen Fraktionen zusammen, so erhalt man beim Versuchsfett 
G 118/119 das in Tab. 8 aufgefiihrte Ergebnis. Zum Vergleich 
ist die Zusammensetzung unseres Versuchsfettes G 118/119, wie 
wir sie durch Destillation der Methylester erhalten haben, in 
Spalte 3 dieser Tabelle aufgefiihrt. Zur Destillationsanalyse wurden 
diese Methylester noch einer chromatographischen Vorreinigung 
an Kieselgel aus Petrolatherlésung unterzogen, wobei etwa 16°/, 
sauerstoffreichere sowie héhermolekulare Fettsiureester [Oxy-Keto- 
siureester, 1—2°/, Dicarbonsdureester*)] adsorbiert blieben. Das 
Versuchsfett G 118/119 bestand also etwa zur Halfte aus geraden, 
zur anderen Halfte aus ungeraden Fettsiuren. Im Depotfett der 
Ziegen wurden nach Verfitterung des Versuchsfettes G 118/119 
etwa 33°/, ungeradzahlige und 67°/, geradzahlige Fettsiuren fest- 





1) Die Untersuchung der ungesittigten Fetisiuren ist infolge zeitweiser 
Einberufung des einen von uns (B) zum Heeresdienst noch nicht véllig ab- 
geschlossen, es sei jedoch bereits erwihnt, da8 hierbei das Vorkommen 
ungeradzahliger ungesittigter Fettsiuren wahrscheinlich gemacht werden 
konnte. 


*) a. a. O. 


8) Die Feinfraktionierkolonne mit Hilfsgeriten wurde inzwischen wesent- 
lich weiterentwickelt. Ihre Beschreibung soll spiater veréffentlicht werden. 


4) Vgl. voranstehende 3. Mitteilung. 
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gestellt. Es ist natiirlich nicht zu erwarten, daB im Depotfett 
das Verhaltnis von ungeradzahligen zu geradzahligen Fettsiuren 
ebenso wie im Versuchsfett gefunden wird, da der Kérper jeder- 
zeit in der Lage ist, bei guter Ernihrung aus Kohlenhydraten 
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Fig. 9. Methylester von Ziege 3 (Kunstfett). G 118/119 


zusitzlich geradzahlige Fettsiuren aufzubauen und zu speichern. 
Das Verhiltnis der gespeicherten ungeradzahligen Fettsiuren zur 
gesattigten Gesamtfettsiuremenge liegt noch erheblich tiber 33°/,, 
wenn man die gesamte, wohl vorwiegend aus Kohlenhydrat 
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lange mit einem Teil der erhaltenen Depotfette gepriift’). Zu 
diesem Zweck wurde das Fettsiuregemisch in iblicher Weise in 
die Methylester iibergefiihrt und diese, um die Trennung durch 
Destillation zu erleichtern, bis zur Sattigung hydriert. Die Hydrie- 
rung wurde mit Nickelkontakt in flissiger Phase bei 160° und 
200 Atm.-Druck vorgenommen. Die hydrierten Ester, deren Jod- 
zahl unter 1 lag; wurden in der bereits friiher”) erwahnten Kolonne 
im Vakuum der Olpumpe (2—5 mm Hg) fraktioniert destilliert, 
wobei wir das Destillat in gleichmaBige Fraktionen von etwa 
5 com teilten (bei Ubergangsgebieten nur 2 ccm) und von jeder 
Fraktion Brechungsindex, Schmelzpunkt und Verseifungszahl be- 
stimmten. Die Methylester aus den einheitlichen Fraktionen 
wurden verseift, die Sduren gewonnen und zur weiteren Bestati- 
gung ihr Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt mit den benachbarten 
Sauren und Saurezahl bestimmt. Die Destillationszeit fiir 300 g 
Ester betrug anfangs 30, spater 45—60 Stunden, wodurch die 
Trennung noch wesentlich verbessert und die Menge der Zwischen- 
fraktionen vermindert werden konnte*), In Fig.9 ist eine der 
erhaltenen Destillationskurven dargestellt. FaBt man die gleich- 
artigen Fraktionen zusammen, so erhalt man beim Versuchsfett 
G 118/119 das in Tab. 8 aufgefiihrte Ergebnis. Zum Vergleich 
ist die Zusammensetzung unseres Versuchsfettes G118/119, wie 
wir sie durch Destillation der Methylester erhalten haben, in 
Spalte 3 dieser Tabelle aufgefiihrt. Zur Destillationsanalyse wurden 
diese Methylester noch einer chromatographischen Vorreinigung 
an Kieselgel aus Petrolatherlésung unterzogen, wobei etwa 16°/, 
sauerstofireichere sowie héhermolekulare Fettsaiureester [Oxy-Keto- 
sdureester, 1—2°/, Dicarbonsaureester*)|] adsorbiert blieben. Das 
Versuchsfett G 118/119 bestand also etwa zur Hialfte aus geraden, 
zur anderen Halfte aus ungeraden Fettsiuren. Im Depotfett der 
Ziegen wurden nach Verfiitterung des Versuchsfettes G 118/119 
etwa 33°/, ungeradzahlige und 67°/, geradzahlige Fettsiuren fest- 





*) Die Untersuchung der ungesittigten Fettsiiuren ist infolge zeitweiser 
Einberufung des einen von uns (B) zum Heeresdienst noch nicht véllig ab- 
geschlossen, es sei jedoch bereits erwihnt, daB hierbei das Vorkommen 


ungeradzahliger ungesittigter Fettsiuren wahrscheinlich gemacht werden 
konnte. 


2) a. a. O. 


*) Die Feinfraktionierkolonne mit Hilfsgerdten wurde inzwischen wesent- 
lich weiterentwickelt. Ihre Beschreibung soll spiiter verédffentlicht werden. 


*) Vgl. voranstehende 3. Mitteilung. 
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gestellt. Es ist natiirlich nicht zu erwarten, daB im Depotfett 
das Verhaltnis von ungeradzahligen zu geradzahligen Fettsiuren 
ebenso wie im Versuchsfett gefunden wird, da der Kérper jeder- 
zeit in der Lage ist, bei guter Ernahrung aus Kohlenhydraten 
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Fig. 9. Methylester vor Ziege 3 (Kunstfett). G 118/119 


zusitzlich geradzahlige Fetts’uren aufzubauen und zu speichern. 
Das Verhiltnis der gespeicherten ungeradzahligen Fettséuren zur 
gesittigten Gesamtfettsiuremenge liegt noch erheblich tiber 33°/,, 
wenn man die gesamte, wohl vorwiegend aus Kohlenhydrat 
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gebildete Olsiure, die in der Analyse als Stearinsiure erfaBt ist, 
von der Berechnung ausschlieBt’). 

Interessant ist der Befund, daB der Ziegenorganismus Fett- 
siuren des Nahrungsfettes, die eine geringere Kettenlinge als C,, 
besitzen, im Depotfett nicht speichert, ein Ergebnis, auf das wir 
beim Cocos- und Butterfett noch eingehen werden. 


Tabelle 8 
Depotfettsiuren nach Verfiitterung von Versuchsfett G 118/119 


1 i ss ee a SS) ee .. 



































. Ziege 2 Ziege 3 
Versuchs-| Mitel lo93 6 Methyl-(300g Methy]- 
rs Ketten- @ 118/119 > ie ester. Dest.-]| ester. Dest.- 
Sdure linge " Zeit 48 Std. | Zeit 57 Std. 
Methyl- | Methyl- | Methylester | Methylester 
ester °/, | ester °/, "6 dF 
Kleiner als C,, . |<Cio 2,5 oo — — 
Caprinsiiure .. Cre 2,5 — = ~- 
Undecansdure. . Ci 4,0 -— — ~~ 
Laurinsiiure . | Cis 5,5 _ — — 
Kleiner als C,, . | <C,, —— 1,5 1,0 2,0 
Tridecansidure Cis 4,5 3,7 3,4 4,0 
Myristinsiiure. . Cis 4,5 10,0 10,2 9,7 
Pentadecansiure Ci; 6,5 7,9 7,5 8,3 
Palmitinsiure. . Cie 6,5 20,9 22,2 19,7 
Heptadecansiure C,, 6,0 16,2 15,4 17,0 
Stearinsdure Cis 6,5 27,3 28,0 26,7 
Nonadecansiure. Cro = 4,5 4,0 5,0 
Riickstand .. . — 6,1 6,9 5,3 
) a re 29,0 ~- a — 
Adsorbat. ... 16, = — — 
Verlust .... — 1,9 1,4 2,3 








| 1000 | 1000 | 1000 | 1000 


1) H. Hock [Erniihrung 6, 278 (1941)] im Flé8nerschen Arbeitskreis 
konnte nach Verfiitterung ,,eines gesittigten Fettes mit teilweise ungerader 
Kohlenstoffatomzahl“* im Depotfett von Kaninchen keine ungeraden Fett- 
siuren mit Sicherheit nachweisen. Aus seinen Angaben iiber die Destillations- 
ergebnisse geht fiir uns eindeutig hervor, da8 er noch iiber keine geniigend 
wirksame Feinfraktionierkolonne verfiigt. Auch bei uns kostete die Ent- 
wicklung einer ausreichenden Fraktionierapparatur viel Zeit und Miihe. Bei 
dem von Hock verwandten Versuchsfett wurden aus den technisch ver- 
fiigbaren Fettsiiuren die Kettenlingen C,,—C,, herausgeschnitten. Aller- 
dings soll das Fett keine Pentadecansiure enthalten haben. Wie wir in 
vielen Destillationen an Fettsiuregemischen der verschiedensten Ausgangs- 
produkte immer wieder feststellen konnten, ist jedoch in solehen Gemischen 
stets eine liickenlose Reihe aller Kettenliingen vorhanden. 

Im iibrigen erscheint uns die Wahl erwachsener Kaninchen als Ver- 
suchstiere zur Klirung dieser Fragestellung nicht gerade gliicklich. 
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Depotfettsauren nach Verfitterung von Cocosfett 


Die Depotfettsiuren wurden, wie beim Versuchsfett G 118/119 
beschrieben, zunichst verestert, hydriert und fraktioniert destilliert. 
Eine Destillationskurve ist in Fig.10 wiedergegeben und das Ge- 
samtergebnis in Tab. 9 zusammengefaBt. 
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6) 4,6 16) 3,9 26) 1,9 36) 4,3 46) 4,8 56) 4,8 4 a 
Hid YH64a 15 FH G2 45 «287 SS 7 
8) 4,0 18) 5,0 28) 1,4 388) 3,9 48) 2,3 58) 4,9 e - 
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Fig. 10. Methylester von Ziege 5 (Cocosfett). 1./6. XI. 1939 — 


Die Zusammenstellung ergibt fiir das Depvtfett einen nahezu 
gleichmiBigen Gehalt der Kettenlingen von C,,—C,,. Trotz 
kleinem Angebot von Palmitin- und Stearinsiure, die im Nahrungs- 
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fett etwa 8—9°/, ausmachen, erscheinen im Depotfett rund 28°/, 
jeder Saéure. Bei der Myristinsiure, die zu 20°/, im Cocosfett 
enthalten ist, werden im Depotfett 28 */o gefunden. Die Tatsache, 
daB niedere Fettsiuren nur in geringem Umfang gespeichert 
werden kénnen, zeigt sich besonders deutlich bei der Laurinsiure, 
wo bei einem Angebot von 45°/, im Nahrungsfett nur 10°/, im 
Depotfett abgelagert werden. Die 18°/, Fettsiuren mit Ketten- 
lingen C,—C,, werden nicht im Depotfett gespeichert. Im Ver- 
gleich zur Zusammensetzung des Depotfettes bei dem Versuchsfett 
G 118/119, wo die Grenze der gespeicherten Fettsiuren bei der 
Kettenlange C,, liegt, ist im Falle des Cocosfettes bei einem 
sehr groBen Angebot von Laurinsiure diese Grenze auf die 
Kettenlinge C,, herabgedriickt. 























Tabelle 9 
Depotfettsiuren nach Verfiitterung von Cocosfett 
1 ae 4 3 | 4 | 5 | 6 
: Ziege 4 Ziege 5 
Cocos- Po 9 Ug Methyl- 285 g Methyl- 
; Ketten-| fett?) en ri ester. Dest.-| ester. Dest.- 
Saure Sinai Zeit 30 Std. | Zeit 47 Std. 
g ou 
Sdure Methyl- | Methylester | Methylester 
lo ester °/, */o “lo 
Capronsiure . . C, 1 _- ~- —— 
Caprylsiure .. C; 9 —- — -- 
Caprinsiure. Cie 8 -— ~- — 
Laurinsdure : Ce 45 10,1 10,0 10,2 
Mpyristinsiiure. . CG. 20 27,4 26,7 28,1 
Palmitinsiure. . Ci, 8 28,9 29,4 28,4 
Stearinsiure’) . Ci. ) 26,8 29,0 24,6 
Riickstand ... — 5,7 3,3 8,1 
Dest.-Verlust . . a 1,1 1,6 0,6 




















| 100 | 1000 | 1000 | 1000 





1) Gordon W. Me. Bride, Chemical and Metallurgical Engineering 47, 
830 (1940). Diese Angaben erscheinen uns als die zur Zeit zuverlissigsten. 
Ferner: E. F. Armstrong, J. Allan u. W. Moore, J. Soc. chem. Ind. 44, 
63T (1925); G. Collin u.T. P. Hilditch, J. Soc. chem. Ind. 47, 261T (1928); 
J. GroBfeld, Z. Unters. Leb.mitt. 60, 64—92 (1930); S. Lepkovsky, 
V. Feskov-u. H. M. Evans, J. Amer. Chem. Soe. 58, 978 (1936). 


2) Olsiure und Linolsiure sind im Wert der Stearinsiure mit ent- 
halten. 
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Depotfettsiuren nach Verfitterung 
von Butterfett 


Die Aufarbeitung der Depotfettsiuren aus dem Fiitterungs- 
versuch mit Butterfett war die gleiche wie bei den beiden anderen 
Fetten. Die Destillationskurve ist in Fig. 11 dargestellt und die 
Ergebnisse sind in Tab. 10 zusammengefaBt. 
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Destillatfraktionen in g Y ¥ 
1) 4,3 10) 4,5 19) 4,1 28) 3,9 37) 4,8 46) 5,8 55) 4,2 c - 
2) 3,0 11) 4,9 20) 6,5 29) 4,1 38) 4,0 47) 45 56/53 3s 
3) 4,2 12) 3,9 21) 6,2 30) 4,1 39) 6,1 48) 3,8 57) 4,4 3 3 
4) 4,0 13) 4,9 22) 3,7 31) 4,2 40) 58 49) 43 58)46 M2 
5) 8,5 14) 4,1 23) 5,3 32) 0,3 41) 5,2 50) 4,7 a 6a 
6) 3,6 15) 4,4 24) 4,1 33) 6,1 42) 3,9 51) 4,2 as 
7) 5,3 16) 3,8 25) 4,5 34) 3,0 43) 5,5 52) 6,3 2x 
8) 3,7 17) 6,0 26) 4,7 35) 5.2 44) 4,6 53) 4,1 y - 
9) 4.4 18) 4,5 27) 4,8 36) 3,9 45) 49 54) 62 


Fig. 11. Methylester von Ziege 11 (Butter). 10./13. X. 1939 


Wie aus der Tab. 10 hervorgeht, sind gegen die friiheren 
Befunde keine Anderungen aufgetreten. Die niederen Fettsiuren 
(bis C,,) wurden nicht ‘gespeichert. Laurinsaure ist nur in ganz 
geringer Menge im Depotfett enthalten. 
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Tabelle 10 
































Ziege 11 
ohias 300 g Methylester 
id i Kettenlinge gsieg Dest.-Zeit 39 Std. 
Methylester 
"lo 
peeereeere , sk C, 3,0 — 
Capronsiure ...... C, 1,4 — 
i . C, 1,5 --- 
Caprinsiure*)...... Ci 3,0 -- 
Laurinsaure. . ....'- Cys 4,1 — 
Kleiner als C,, ..... <C,, —- 0,7 
Myristinsiure ...... Cis 13,7 10,0 
Palmitinséure ...... Cr6 29,3 34,7 
Stearinsiure. ...... Cis 42.4 45,0 
Arachidinsiure ..... Cao 1,6 -- 
PE ou 0. co ks 8,3 
Dest.-Verlust ...... 1,3 
|  100,0 100,0 
Zusammenfassung 


1. Es werden Fiitterungsversuche an miannlichen Ziegen- 
lammern mit einem Fett, das aus gleichen Teilen unverzweigter 
Fettsiuren gerader und ungerader Kohlenstoffatomzahl (Versuchs- 
fett G 118/119) im Vergleich zu Cocos- und Butterfett beschrieben. 
Das Wachstum und die Entwicklung der Tiere waren bei allen 
drei Fetten gleich. | 


2. Die Resorption des Versuchsfettes G118/119 war in der 
ersten Hialfte des Versuchs 83°/,, des Cocosfettes 96°/, und der 
Butter 97°/,. Nach langerer Fettfiitterung sank die Resorption 
bei dem Versuchsfett G 118/119 auf 79°/,, beim Cocosfett auf 
91°/, und beim Butterfett auf 92°/,. 


3. Bei Verfiitterung gesattigter Fette an Ratten und Ziegen 
wurden Kérper- bzw. Depotfette mit mehr als 60°/, gesittigten 
Fettsauren erhalten. Damit sind die SchluBfolgerungen Barbours?), 





) T. P. Hilditch u. F. Longenecker, J. of Biol. Chem. 122, 497 
(1938). Ferner: F. Frog u. 8. Schmidt-Nilsen, Biochem. Z. 127, 168 
(1922); E. B. Holland, J. agric. Research 24, 365 (1923); T. P. Hilditch, 
u. J. J. Sleightholme, Biochemic. J. 24, 1098 (1930); R. Vivario u. 
G. van Beneden, Lait 16, 113 (1936). | 


7) Die entsprechenden ungesittigten Siuren sind in den Werten der 
gesittigten enthalten. 


*) A.D. Barbour, J. of Biol. Chem. 106, 281—88 (1934). 





H. Appel und Mitarbeiter, Fette aus Fettsiuren usw. 205 


wonach bei Verfitterung gesittigter Fette nur Kérperfette mit 
héchstens 27°/, gesiattigten Fettsiuren erhalten werden, hinfiallig. 


4. Nach Verfiitterung des Versuchsfettes G 118/119, das Fett- 
siuren der Kettenlingen von C,,—C,, enthalt, werden im Depot- 
fett Fettsiuren der Kettenlingen C,,—C,, gefunden, wobei die 
ungeradzahligen Fettsiuren 33°/, der gesamten Depotfettsiuren 
ausmachen; die untere Grenze der abgelagerten Fettsiuren liegt 
bei der Tridecansdure. Beim Cocosfett, das sehr groBe Mengen 
Laurinsiure enthalt (45°/,), ist diese Grenze nach C,, verschoben. 
Ist dagegen der Gehalt an Laurinsidure, wie bei der Butter, gering, 
so wird erst von Myristinsaiure (C,,) ab gespeichert. 
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Uber die Einwirkung von Bleitetra-acetat 
auf einige Sterinderivate — 


Von 


Adolf Windaus und Ursula Riemann 





(Aus dem Aligemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Marz 1942) 


Wir haben in der letzten Zeit die Kinwirkung von Bleitetra- 
acetat auf einige Sterinderivate untersucht. Wiahrend Chole- 
steryl-acetat erst bei Temperaturen iiber 60° langsam von 
Bleitetra-acetat angegriffen wird und dabei in schlechter Ausbeute 
verschiedene Oxy-cholesterine liefert, reagieren Sterine mit kon- 
jugierten Doppelbindungen schon bei Zimmertemperatur ziemlich 
schnell mit diesem Oxydationsmittel. Ergosteryl-acetat liefert 
dabei als Hauptprodukt das Diacetyl-derivat’) des 4, ,,-Ergosta- 
dien-3,5,6-triols, das bei der Verseifung in das Ergostadien- 
3,5,6-triol (I) tibergeht. Dieses Triol ist zuerst von Windaus 
und Liittringhaus?) durch Kinwirkung von Benzo-persiure auf 
Ergosterin erhalten worden. Vor kurzem haben es Criegee, 
Marchand und Wannowius’) aus Ergosterin mittels Osmium- 
tetroxyd dargestellt, und nachgewiesen, daB sich die Hydroxyl- 
gruppen an C, und ©, in cis-Stellung befinden*). 





1) An Stelle des erwarteten Triacetylderivates wird das Diacetylderivat 
mit den Acetylgruppen an C, und C, erhalten. 

*) Liebigs Ann. 481, 127 (1930). 

8) Liebigs Ann. 550, 114 (1942). 

*) Windaus u. Liittringhaus haben sich tiber die sterische Lage 
der Hydroxylgruppen nicht geiiuBert; Achtermann [diese Z. 217, 282 (1933) 
u. M. Miller (diese Z. 231, 76 (1935)] haben es fiir wahrscheinlich erklirt, 
daB die Hydroxylgruppen in trans-Stellung stehen. Beide haben ferner 
angenommen, daB in dem isomeren Ergosta-dien-triol, das aus Ergosterin- 
peroxyd durch Reduktion mit Zinkstaub und Alkali entsteht, die Hydroxyl- 
gruppen sich in cis-Stellung an den Kohlenstoffatomen 5 und 6 befinden. 
Criegee u. Mitarbeiter (a. a. O.) halten es nicht fiir ausgeschlossen, daB 
es sich bei dem isomeren Ergostadien-triol um ein 3,5,8-Triol (II) handelt. 
Diese Auffassung ist naheliegend, da in dem Dehydro-ergosterin-peroxyd 
die Sauerstoffatome des Peroxyds an den Kohlenstoffatomen 5 und 8 haften, 


sie ist von Littringhaus schon vor Jahren vertreten worden. Dagegen 


spricht aber die Tatsache, daB nach den Untersuchungen von Dunn, 
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Ganz ahnlich wie das Ergosteryl-acetat verhalt sich auch 
das 7-Dehydro-cholesteryl-acetat, das beim Behandeln mit Blei- 
tetra-acetat in das noch unbekannte Diacetat des 4,-Cholesten- 
3,5,6-triols tibergeht. 

Interessanter als das Verhalten von Ergosterin und 7-Dehydro- 
cholesterin gegentiber Bleitetra-acetat ist dasjenige der Vitamine D 
gegentiber diesem Reagens, da hierbei in ziemlich guter Ausbeute 
sehr charakteristische und schén krystallisierte Derivate entstehen. 

Wird das Vitamin D,-m-dinitrobenzoat mit Bleitetra-acetat 
behandelt, addiert es 2 Acetatreste an eine Doppelbindung; daskrystal- 
lisierte Reaktionsprodukt gibt bei der Verseifung einen krystallisierten 
dreiwertigen Alkohol C,,H,,0,, ein Di-hydroxy-vitamin D, (1V), das 
erstunter 230 mu zu absorbieren beginnt und daher keine konjugierten 
Doppelbindungen mehr enthalt. Das ist nur méglich, wenn die 
beiden Hydroxylgruppen an die Kohlenstoffatome 5 und 6 addiert 
sind. Der Ubergang des Vitamins D, (IID) in das neue Triol (IV) wird 
durch die folgenden Formeln wiedergegeben. 





C,H,, C,H,, 
CH, | CH, | 
i a ee ah ON. 
H,C i eer H,C P ad 
¢ — Se ‘g a ~~ 
HO, \“~ \ et a 
OH 
Ill Vitamin D, IV Di-hydroxy-vitamin D, 


Heilbron, Phipers, Samant u. Spring (Chem. Soc. 1934, 1580) die 
beiden isomeren Ergostadien-triole bei der vorsichtigen Oxydation mit 
Chromsiiure denselben Diketoalkohol liefern, Weniger beweiskriftig scheint 
uns der von Achtermann beobachtete Ubergang des einen Triols in das 
andere beim Erwirmen mit Maleinsiureanhydrid. Achtermann hat an- 
genommen, da sich hier eine cis-Form in die stabilere trans-Form umlagert. 
Es ist aber durchaus méglich, daB es sich um eine Allylumlagerung handelt. 








C.H,, C,H, 
CH, | CH, | 
OO ee ie aie 
CH, | al — > CH,| aq 
Le et Mt Se aE 
ee eg 
H0/ 4 90/7 
II Om 4 


Bei der vorsichtigen Oxydation mit Chromsiureanhydrid erscheint uns aber 
eine solche Umlagerung weniger wahrscheinlich. 





- wn nn a nn 


acer y ca at TOO bere Prssetene si eget eae — 
eee ener mR | IS Og . rb as - owen 
t Raed m "| y Ls any eanoner ni. -ageabgeepigest = ; 
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Diese Formel wird weiter dadurch gestiitzt, daB das freie 
Triol bei der Behandlung mit Bleitetra-acetat denselben Aldehyd 
C,,H,,0 liefert, den Heilbron, Jones, Samant u. Spring?) 
zuerst aus Vitamin D, mit Chromsiureanhydrid oder Kalium- 
permanganat in dliger Form erhalten haben und durch ein Semi- 
carbazon charakterisiert haben. Nach dem hier geiibten Verfahren 
entsteht der Aldehyd in sehr guter Ausbeute und in krystalli- 
sierter Form. Er besitzt die Formel (V) und wird fiir synthetische 
Versuche wichtig werden. 


CH, 
| CH, 
CH—CH=CH—CH—CH¢ 
CH, | | CH, 
g fa lin CH; 
H | 
O—C——CH V 


Bei der Hydrierung des Di-hydroxy-vitamins D, mit Platin- 
schwarz entstehen Gemische von Di- und Tetrahydro-derivaten 
und verhiltnismaBig schwierig auch ein Hexahydro-derivat. Trotz 
groBer Krystalfisationsfahigkeit sind die verschiedenen Hydrie- 
rungsprodukte schwer voneinander zu trennen. Am langsamsten 
scheint die Doppelbindung zwischen C, und C, hydriert zu werden; 
denn bei der Oxydation des ,,Tetrahydro-dihydroxy-vitamins D,“ 
mit Bleitetra-acetat entsteht ein dliger Aldehyd C,,H,,0, dessen 
Semicarbazon das typische Absorptionsspektrum eines a, f-un- 
gesittigten Semicarbazons besitzt. 

Wie das Vitamin D, verhilt sich auch das Vitamin D, gegen- 


iiber Bleitetra-acetat und liefert ein Di-hydroxy-vitamin D, der 
Formel C,,H,,0,. - 


A, ..~Ergostadien-3, 5, 6-triol (I) 


Bei der EKinwirkung von Bleitetra-acetat auf Ergosteryl-acetat 
werden bei etwa 20° innerhalb 24 Stunden annahernd 3 Atome 
Sauerstoff verbraucht. Fiir die Bildung des von uns isolierten 
Oxydationsproduktes, des Ergostadien-3,5,6-triols, ist aber nur 
1 Atom Sauerstoff notwendig. Es ist sicher méglich, durch Ver- 
minderung des Oxydationsmittels die bisherige Ausbeute von 
15—20°/, zu verbessern. Wir sind folgenderma8en vorgegangen: 





5) Chem. Soe. 1936, 905. 
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10g Ergosteryl-acetat werden in 100 ccm Chloroform zelést; 
hierzu gibt man 100 ccm Eisessig und nach und nach krystalli- 
siertes Bleitetra-acetat. Der Verbrauch an Bleitetra-acetat ist 
anfangs ziemlich rasch. Im Laufe von 8 Stunden werden im 
ganzen 30g Bleitetra-acetat hinzugefiigt; nach 12 Stunden ist 
dann noch ein kleiner UberschuB vorhanden. Nun wird die Lé- 
sung mit viel Ather und ein wenig Glycerin versetzt, dann zwei- 
mal mit Wasser und mehrmals mit Natriumcarbonatliésung aus- 
gewaschen, bis das Waschwasser schwach alkalisch reagiert; die 
mit Natriumsulfat getrocknete Lésung wird dann im Vakuum zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand in wenig heiBem Methyl- 
alkohol gelést. Im Laufe einiger Tage krystallisieren aus der 
Lésung nadelférmige Krystalle, die nach dem Umkrystallisieren 
aus Alkohol Prismen vom Schmelzp. 181—182° bilden. Aus- 
beute 1,5 g. 


4,896 mg Subst.: 13,325 mg CO,, 4,230 mg H,0. 
C,.H;,0 Ber. C 74,66 H 9,79 Gef. C 74,69 H 9,68. 


Der Stoff ist nach seinen Eigenschaften identisch mit dem 
Diacetat des Ergostadien-triols und gibt mit diesem keine Schmelz- 
punktserniedrigung. Zur sicheren Identifizierung wird das Produkt 
in der iiblichen Weise mit alkoholischer Kalilauge verseift. Es 
entstehen Prismen, die in Petrolither und Ather schwer ldslich 
sind und sich aus Essigester oder aus Alkohol umkrystallisieren 
lassen. Der Schmelzpunkt liegt bei 241—242°, wie er auch in 
der Literatur angegeben ist. 


5,065 mg Subst.: 14,515 mg CO,, 4,810 mg H,0. 
C..H,,0, Ber. C 78,09 H 10,77 Gef. C 78,20 H 10,62. 


Zur Sicherheit haben wir das Triol noch mit Pyridin und 
Essigsiureanhydrid acetyliert und das Diacetylderivat vom Schmelz- 
punkt 182° wieder erhalten. 


4,641 mg Subst.: 12,760 mg CO,, 4,060 mg H,0. 
C,.H;.0; Ber. C 74,66 H 9,79 Gef. C 75,03 H 9,79. 


Aus den Mutterlaugen der ersten Krystallisation von 1,5 g 
(vgl. oben) haben wir direkt keine weiteren Krystalle erhalten. 
Wir haben darum das ganze Material mit alkoholischer Kalilauge 
verseift und in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Hierbei scheidet 
sich noch eine kleine Menge (0,2 g) einer Verbindung ab, die sich 
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als A, ,,-Ergostadien-3,5,6-triol erweist. Die hoher oxydierten 
Produkte, die sich in den Mutterlaugen befinden miissen, haben 
wir nicht zu fassen vermocht. 


A,-Cholesten-8, 5; 6-triol 


In der gleichen Weise wie das Ergosteryl-acetat haben wir 
auch das 7-Dehydro-cholesteryl-acetat (6 g) mit Bleitetra-acetat 
(16 g) oxydiert und das Reaktionsprodukt in derselben Weise 
aufgearbeitet. 


Aus der Liésung krystallisieren direkt 0,95 g Substanz aus; 
sie bildet, aus Alkohol umkrystallisiert, Blittchen vom Schmelz- 
punkt 195°; sie ist leicht léslich in Ather und Chloroform, schwer 
léslich in kaltem Athylalkohol. Nach der Analyse handelt es sich 
um das erwartete Diacetyl-derivat des 4,-Cholesten-3, 5, 6-triols. 


2,530 mg Subst.: 6,890 mg CO,, 2,290 mg H,0. 
C,,H;.0; Ber. C 74,06 H 10,03 Gef. C 74,32 H 10,13. 


Das durch Verseifung der Diacetylverbindung gebildete Cho- 
lesten-triol ist leicht léslich in hei8em Alkohol, sehr schwer lés- 
lich in Essigester und Ather. Es schmilzt bei 238—239° 


4,760 mg Subst.: 13,500 mg CO,, 4,660 mg H,0O. 
C,,H,,0, Ber. C 77,46 H 11,08  Gef. C 77,40 H 10,96. 


Auch hier haben wir das Triol mit Pyridin und Essigsaure- 


anhydrid acetyliert und dabei das Diacetyl-derivat vom Schmelz- 
punkt 195° zuriickerhalten. 


Dihydroxy-vitamin D, (IV) 


15 g Vitamin D,-dinitrobenzoat werden in 150 ccm Chloro- 
form und 150 ccm Kisessig gelést und allmihlich mit 17 g kry- 
stallisiertem Bleitetra-acetat versetzt. Nach 20 Stunden ist noch 
ein sehr geringer UberschuB an Oxydationsmittel vorhanden. Die 
weitere Aufarbeitung geschieht in derselben Weise wie oben be- 
schrieben. Der Ather-Chloroform-Extrakt wird eingedampft und 
der dlige Riickstand in wenig Ather gelést und mit Methylalkohol 
bis zur Triibung versetzt. Beim Stehen krystallisieren schéne 
Nadeln aus, die mehrfach aus Ather—Methylalkohol umkrystalli- 
siert werden. Der Schmelzpunkt liegt bei 174° Ausbeute 4,5 g. 
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5,234 mg Subst.: 12,605 mg CO,, 3,540 mg H,O. — 3,931 mg Subst.: 
0,148 mg N, (26°, 754 mm). 


CssH,.0,.N. Ber. C6608 H7,40 WN 3,95 
Get. . 6697... 700... « 488. 


Das Dinitrobenzoat wird in der iiblichen Weise mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge verseift; bei vorsichtigem Zusatz von 
Wasser kommt das Triol in krystallisierter Form heraus und 
wird mehrmals aus Methylalkohol—Wasser umkrystallisiert. Es 
ist leicht léslich in Alkohol und Aceton, schwer léslich in Ather 
und Petrolaither; der Schmelzpunkt liegt bei 157°. 


4,796 mg Subst.: 13,705 mg CO,, 4,550 mg H,O. 
C.,H,.0. Ber. 78,06 H 10,73 Gef. C 77,94 H 10,61. 
22,8 mg Subst., 2 ecm Chloroform, /=1 dm, « = +0,57° [a}}® = + 50°. 


Wird 1 mg Triol in 1 ccm Chloroform und 1 ccm EHisessig 
gelést und mit 3 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure versetzt, 
so farbt sich — langsam in der Kilte, schnell in der Warme — 
die Lésung erst gelb, dann griin und endlich tiefblau; dabei tritt 


eine prachtvolle, sehr intensive rote Fluorescenz auf. Die Farbe 
ist sehr bestandig. 


Spaltung des Dihydroxy-vitamins mit Bleitetra-acetat 


3,0 g Dihydroxy-vitamin D, werden in 65 ccm Chloroform 
und 40 ccm Hisessig geliést und mit der gleichen Menge Bleitetra- 
acetat 20 Stunden stehen gelassen. Nach der iiblichen Autf- 
arbeitung wird die mit Natriumbicarbonat ausgeschiittelte Ather— 
Chloroformlésung im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand erstarrt krystallin und laBt sich aus Methylalkohol 
oder aus Athylalkohol—-Wasser umkrystallisieren. Sein Schmelz- 


-punkt liegt bei 59°. 


Versetzt man den Aldehyd mit methylalkoholischer Semicar- 
bazidlésung, fallt sofort das Semicarbazon aus, das nach dem 
Umkrystallisieren aus viel Alkohol bei 242° schmilzt und sich 


durch Schmelzpunkt, Analyse und Spektrum als identisch mit 
dem Heilbronschen Aldehyd erweist. 


4,990 mg Subst.: 13,360 mg CO,, 4,530 mg H,O. — 5,049 mg Subst.: 
0,502 mg N, (23,5°, 758 mm). 


C..H,,ON, Ber. C 73,49 H 10,37 N 11,69 
Gef. ,, 73,74 ,, 10,25 ,, 11,42. 


14* 
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Aus den Mutterlaugen des krystallisierten Aldehyds erhalt 
man ein zweites Semicarbazon, dessen Reindarstellung noch nicht 
gegliickt ist. 


Hydrierung des Dihydroxy-vitamins D, 

500 mg Triol C,,H,,0, (IV) werden in 100 ccm Essigester 
gelést, die Lasung wird nach Zusatz von Platinmohr mit Wasser- 
stoff geschiittelt und nimmt anfangs rasch Wasserstoff auf. Nach 
kurzer Zeit beginnt sich ein Hydrierungsprodukt aus der Liésung 
abzuscheiden. Es wird abfiltriert und aus Aceton umkrystallisiert. 
Man erhalt Nadeln vom Schmelzp. 199—202°. 


17,4mg Subst., 2ecem Chloroform, 1 =1dm, « = +0,27°, [aJp= + 31,°. 
4,848 mg Subst.: 13,820 mg CO,, 4,960 mg H,0O. 
C.,H,,0, Ber. C 77,36 H 11,60 
C..H,.0, ‘a anee ~~ ae 
Ge. . 460 » 11,45. 


Das Hydrierungsprodukt ist gegeniiber Brom stark ungesittigt. 
Die Analysenzahlen fiir Wasserstoff liegen zwischen denjenigen 
fiir ein Di- und ein Tetra-derivat. Wahrscheinlich liegt ein Ge- 
misch vor’), 

Aus dem Hydrierungsprodukt haben wir in der iiblichen 


Weise ein Dinitrobenzoat bereitet, das nach dem Umkrystallisieren 
bei 191° schmilzt. 


5,047 mg Subst.: 11,355 mg CO., 2,960 mg H,O. — 3,332 mg Subst.: 


0,192 cem N, (21,5°, 772 mm). 


C,,H.,0,,N, Ber. C 61,45 H639 N 683 
C,.H.,0,,.N,  ,2 i ee: oe 
Gt. Me. oF .. eae. 


Bei der Verseifung dieses Esters entstand ein Triol vom 
Schmelzp. 199—202°, das fiir [¢], den Wert + 60° lieferte. 

In dem Tetra(?}-hydro-triol scheint die Doppelbindung zwi- 
schen C, und C, noch unangegriffen zu sein; denn bei der Oxy- 
dation liefert es einen «, f-ungesittigten Aldehyd. 

~~ 100 mg Tetrahydro-triol werden in 10 cem Chloroform und 
10 ecm Fisessig geldst und mit der gleichen Gewichtsmenge Blei- 
tetra-acetat versetzt. Nach der iiblichen Aufarbeitung hinterbleibt 





*) Wird das Rohprodukt wiederholt aus Essigester umkrystallisiert, 
erhalt man Stoffe mit anderer Drehung als beim Umkrystallisieren aus 
Aceton. 
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ein Rickstand, der, in Methylalkohol gelést, mit einer methyl- 
alkoholischen Semicarbazidlésung versetzt wird. Es fallt fast 
sofort ein Niederschlag aus, der aus Chloroform—Alkohol in Blatt- 
chen krystallisiert und bei 242° schmilzt. 


5,403 mg Subst.: 14,440 mg CO,, 5,280 mg H,O. — 3,369 mg Subst. : 
0,331 eem N, (22°, 772 mm). 


C..H;ON, Ber. C 73,08 H 1087 N 11,62 
Gef. ,, 72,93 ,», 10,94 », 11,49. 
Nach der Analyse enthilt dieses Semicarbazon nur noch eine 
Doppelbindung. Wie das Absorptionsspektrum zeigt, steht sie in 
a, B-Stellung zur Semicarbazongruppe Amax 275 mp, «= 31700. 


Hexahydro-triol C,,H,,0, 


200 mg des Tetrahydro-triols werden in 50ccm Hisessig ge- 
lést, die Lésung wird mit Platinmohr und Wasserstoff geschiittelt, 
bis die Wasserstoffaufnahme aufhért. Bei der iiblichen Auf- 
arbeitung entsteht ein Ol, das nicht krystallisieren will; es wird 
daher mit Pyridin und Benzoylchlorid behandelt und gibt dabei 
ein Reaktionsprodukt, das sich aus Aceton—Methylalkohol gut 
umkrystallisieren l4Bt und in Blattchen vom Schmelzp. 211° 
krystallisiert. | 

4,545 mg Subst.: 12,940 mg CO,, 3,81 mg H,O. 

C,H,,.0; Ber. C 78,22 H938 Gef. C7828 H 9,45. 


Wird das Dibenzoat mit alkoholischer Kalilauge verseift, 
erhalt man einen gesiattigten Alkohol, der nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol bei 103° schmilzt. 


5,070 mg Subst.: 14,305 mg CO,, 5,420 mg H,0, 
C.,H;,0, Ber. C 77,06 H 12,02 Gef. C 76,95 H 11,99. 
20,5 mg Subst., 2 cem Chloroform, /=1dm, « = + 0,255° [e]p = + 24,8° 


Dihydroxy-vitamin D, 


In derselben Weise wie das Vitamin D,-dinitrobenzoat haben 
wir auch das Vitamin D,-dinitrobenzoat C,,H,,0-COC,H,(NO,), 
mit Bleitetra-acetat oxydiert. 5 g des Esters in 50 ccm Chloro- 
form und 50 ccm KEisessig werden unter Kiihlung mit 5,5 g 
reinem Bleitetra-acetat versetzt; nach 14 Stunden war noch eine 
ganz schwache Bleitetra-acetatreaktion wahrnehmbar. Die Auf- 
arbeitung geschieht wie bei der Oxydation des Vitamin D,-dinitro- 
benzoats. Das Reaktionsprodukt zeigt nach 2-tagigem Stehen 
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keine Neigung zur Krystallisation; es wird darum mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge verseift und das gebildete Triol C,,H,,O, 
wiederholt aus verdiinntem Methylalkohol umkrystallisiert. Hs 
bildet glinzende Blattchen, die bei 156° schmelzen. Ausbeute 
etwa 1 g. 


4,850 mg Subst.: 13,775 mg CO,, 4,770 mg H,0. 
C.,H,,05 Ber. C 77,46 H 11,00 Gef. C 77,51 4H 11,01. 


Das Triol C,,H,,0, gibt mit Kisessig—Chloroform und wenigen 
Tropfen konzentrierter Schwefelsiure dieselbe prachtvolle Farben- 
reaktion wie das Triol C,,H,,O,. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der 
I. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Elberfeld und der Chemischen 
Fabrik E. Merck danken wir vielmals fiir die Unterstiitzung 
unserer Arbeiten. 
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Die Beziehungen zwischen Lanosterin und Kryptosterin 
Uber die Nebensterine der Hefe. X?) 


Von 


Heinrich Wieland und Willi Benend 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Mtinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1942) 


Das aus Hefe isolierte Kryptosterin Cg5H;,0 und das isomere 
Lanosterin aus dem WollschweiB der Schafe besitzen eine so weit- 
gehende Ubereinstimmung, daB iiber ihre strukturelle Zusammen- 
gehorigkeit kaum ein Zweifel bestehen kann*). Die Schmelzpunkte 
der Sterine selbst und ihrer meisten Derivate liegen sehr nahe bei- 
einander (vgl. die Tabelle auf S. 70 der angefiihrten Abhandlung), 
die Stoffe schmelzen gemischt nicht niedriger. Ebenso weisen die 
Drehwerte keine oder nur geringe Unterschiede auf. Die Farb- 
reaktionen sind in beiden Gruppen vollkommen gleich. 

Die aus Kryposterin und Lanosterin dargestellten Ketone 
Cg9H4g O sind neben den Acetaten diejenigen Derivate, die sich im 
Schmelzpunkt am stirksten, um 50 Grade, unterscheiden. Wiirden 
die beiden Sterine im Verhaltnis der Epimerie in bezug auf die 
sekundire Alkoholgruppe stehen, miBten die beiden Ketone iden- 
tisch sein. Die Ursache der Verschiedenheit der beiden Sterine 
konnte auch auf Epimerie an einem anderen asymmetrischen 
Kohlenstoffatom beruhen oder auf verschiedener Lage einer oder 
der beiden vorhandenen Doppelbindungen, von denen die eine 
katalytisch hydrierbar ist, die andere nicht. 

Die Stellung der aktiven Doppelbindung hat sich jetzt auf 
dem Wege der Ozonisation ermitteln lassen. Aus beiden Sterinen 
wurde Aceton abgespalten. Dihydro-kryptosterin reagiert aber 
nicht mehr mit Ozon. Daraus geht hervor, da8 Kryptosterin wie 
auch Lanosterin die aktive, d.h. hydrierbare Doppelbindung in 


einer Isopropylidengruppe Oy tragen. 
} 


') IX. Mitteilung: Liebigs Ann. 548, 27 (1941). 
*) Liebigs Ann. 529, 68 (1937). 
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Durch Anlagerung von Osmiumtetroxyd nach Criegee an 
Kryptosterin wurde tiber den Osmium-ester das Kryptosten- 
triol hergestellt, aus dem bei der Dehydrierung mit Bleitetraacetat 
ebenfalls Aceton, und zwar zu 80°/, der theoretisch méglichen 
Menge abgespalten wurde. 

Die reaktionstrige Doppelbindung von Kryptosterin 14Bt sich 
zwar mit Perbenzoesiure zur Oxidoverbindung oxydieren. Wahrend 
aber bei den echten Sterinen, so beim Ergosterin und Zymosterin, 
die gegeniiber der katalytischen Hydrierung passive Doppelbindung 
durch geeignete Mittel wie Chlorwasserstoff in eme Lage verschoben 
werden kann. in der sie Wasserstoff aufzunehmen vermag, gelingt 
dies mit der trigen Doppelbindung von Kryptosterin durchaus 
nicht. Immerhin wird auch hier eine katalytische Isomerisation 
durch Chlorwasserstoff herbeigefiihrt. So unterscheidet sich das 
Umlagerungsprodukt von Dihydrokryptosterin — in diesem ist nur 
noch die passive Doppelbindung enthalten — ebenso das Iso- 
dihydrokryptosterin-acetat wie auch das Benzoat einwandfrei von 
den Grundsubstanzen. 

Auch im Dihydro-lanosterm wird unter den gleichen Be- 
dingungen wie oben die passive Doppelbindung verschoben; das so 
entstehende Iso-dihydrolanosterin ist mit [so-dihydrokrypto- 
sterin identisch. Da die aktive Doppelbindung, wie vorhin 
gezeigt wurde, in den beiden Stermen an der gleichen Stelle liegt, 
so ist durch unsere neue Feststellung bewiesen, da8B sich Krypto- 
sterin und Lanosterin nurinder Lagederreaktionstragen 
Doppelbindung voneinander unterscheiden, daB sie aber 
im ubrigen gleichartige Struktur und Konfiguration be- 
sitzen. 

Aus dem friiher beschriebenen HCl-Anlagerungsprodukt von 
Kryptosterin!) ist bei der Abspaltung von Chlorwasserstoff ein Iso- 
kryptosterin erhalten worden. Wir haben angenommen, dieses 
Isomere sei dadurech entstanden, daB die Abspaltung von HCI nicht 
in der Richtung der Anlagerung, sondern unter Bildung einer anders 
legenden Doppelbindung sich vollzogen habe. Jetzt wissen wir, 
da die Isomerie in der katalytischen Verschiebung der reaktions- 
tragen Doppelbindung, von der die HCl-Anlagerung begleitet ist, 
thre Ursache hat. 

Stellt man diese Verschiebung dem gleichen Vorgang bei den 
echten Sterinen von gleichem Siattigungsgrad gegeniiber, so sieht 





‘) Liebigs Ann. 546. 103 (1941). 
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man in dem Fehlen der katalytisch hydrierbaren Endstufe 
(A Cy4, 15, Vgl. Formel I) den grundsatzlichen Unterschied. Es ist 
deshalb sehr unwahrscheinlich, daB sich Kryptosterin und Lano- 
stern vom Cyclopentano-perhydrophenanthren ableiten. Nimmt 


H,C—C—CH, 
tf 
I Ya eg nae Il OY 
INIA 8 PO yom? 
oe | A |B I 
aN ae 


man das Perhydrochrysen zur Grundlage des tetracyclischen 
Geriistes der beiden Naturstoffe, so lieBe sich der Unterschied ihrer 
Konstitution etwa durch die in der Formel I] mit punktierten 
Linien angedeuteten Doppelbindungen versténdlich machen. Das 
stabile Isomere, in das beide iibergehen, kénnte die Doppelbindung 
an einer der durch einen fetten Strich gekennzeichneten Stellen 
enthalten. Allerdings sollte man bei dieser Annahme auch eine 
Verschiebung der Doppelbindung durch Platin in Eisessig erwarten, 
wie sie in der Gruppe der echten Sterine bekannt ist. Sie tritt bei 
den hier untersuchten Substanzen aber nicht ein. 

Hochstwahrscheinlich hat auch die OH-Gruppe der beiden 
,,Pseudosterine“ nicht den typischen Standort an Cg, da sie durch 
die friiheren Beobachtungen!) in die Nihe der ungesattigten Seiten- 
kette versetzt werden mu8. Vielleicht befindet sich das Hydroxyl 
an einer anguliren CH,-Gruppe zwischen den Ringen C und D. 
Man kénnte fiir Krypto- und Lanosterin an eine Struktur denken, 
die der von Ruzicka?) fiir das Lupeol und Betulin vorgeschlagenen 
aihnelt. Nur ware der Fiinfring, der hier dem Ring D angegliedert 
ist, noch gedffnet und die ungesattigte Seitenkettengruppe an etwas 
geinderter Stelle angefiigt zu denken. 


Versuche 
Ozonisierung von Kryptosterin und Lanosterin 


1g Kryptosterin wurde aus KEssigester/Methanol um- 
krystallisiert und die Substanz gut getrocknet, um jede Spur von 
Aceton mit Riicksicht auf das nachfolgende Ergebnis zu entfernen. 





1) Liebigs Ann. 546, 103 (1941). 
*) Helvet. chim. Acta XXIII, 1311 (1940). 
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Die Ozonisation erfolgte in Hisessig, der ittber KMnO, destilliert 
war. Hine Probe des Hisessigs wurde mit der 5fachen Menge Wasser 
verdiinnt und 2,4-Dinitrophenylhydrazin hinzugefiigt. Es trat 
keine Fallung ein. Es wurde zum Versuch ein 3°/siger Ozonstrom 
verwendet. Kryptosterin ist auBerordentlich schwer léslich in 
kaltem Hisessig. Wenn man die Substanz zum Versuch in His- 
essig suspendiert, so ]aBt sich eine Uberozonisierung nicht ver- 
meiden. Daher wurde das Kryptosterin zunéchst in heiBem Eis- 
essig gelést. Beim Abkiihlen fiel die Substanz in feiner Verteilung 
amorph aus. Wahrend der Ozonstrom eingeleitet wurde, léste sich 
laufend Kryptosterin auf, und nachdem die fiir eine Doppelbindung 
berechnete Menge Ozon verbraucht war, hatte sich die Lésung 
vollig geklart. Der Versuch wurde dann abgebrochen, die Lésung 
in die 5fache Menge Wasser gegossen, wobei das Ozonid in weiBen 
Flocken ausfiel, und die Fliissigkeit langsam abdestilliert. Im 
Destillat entstand nach Zugabe von 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
ein Niederschlag vom Schmelzp. 124—125°. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus Alkohol wurden gelbe Blattchen vom 
Schmelzp. 126—127° erhalten. (Schmelzpunkt fiir das 2,4-Dini- 
trophenylhydrazin des Acetons?) 128°, ein Mischschmelzpunkt 
zeigte keine Depression.) 


3,982 mg Subst.: 6,643 mg CO,, 1,405 mg H,O. 
C,H,,0,N, Ber. C 45.40 H 4,21 Gef. C 45,49 H 3,95. 


Die Ausbeute betrug iiber 50°/, d. Th. In den nachfolgenden 
Destillaten der Ozonidlésung konnte eine geringe Menge von 
Formaldehyd als 2,4-Dinitrophenylhydrazon isoliert werden. 


In einem Kontrollversuch wurde Dihydrokryptosterin in 
der gleichen Weise ozonisiert. Es wurde dabei nur Formaldehyd 
als 2,4-Dinitrophenylhydrazon vom Schmelzp. 158° nachgewiesen 
[Literatur?): 155°], Ausbeute 5°/o. 


Versuche am Lanosterin fihrten zu dem gleichen Ergebnis, 
nur war hier gleichzeitig bei der Ozonisierung eine gréBere Menge 
Formaldehyd abgespalten worden. Bei der Fallung der Destillate 
der Ozonidlésung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin  entstand 
zunachst ein Niederschlag vom Schmelzpunkt gegen 100°. Nach 
2—3maligem Umkrystallisieren aus Alkohol wurde das 2,4- 
Dinitrophenylhydrazon des Acetons erhalten in einer Aus- 
beute von 40°/, d. Th. 





1) Ch. F. H. Allen, J. Amer. Chem. Soc. 52, 2955 (1930). 
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Die Ozonisierung von Dihydro-lanosterin ergab in einer 
Ausbeute von 10°/, eine Abspaltung von Formaldehyd. Wenn man 
bei klemen Mengen (etwa 200mg) Dihydro-lanosterin 1/, Stunde 
Ozon einleitet, so kann die Formaldehydausbeute sogar bis auf 
15—20°/, gesteigert werden. | 


Einwirkung von Osmiumtetroxyd auf Kryptosterin-acetat 


Kryptostentriol 


1g Kryptosterinacetat wurde in 20 cem absolutem Ather ge- 
lést und mit der atherischen Lésung der aquivalenten Menge OsO, 
versetzt. Die Lésung farbte sich sofort dunkelbraun bis schwarz 
und nach ein paar Minuten schied sich ein schwarzer Niederschlag 
des Osmiumesters aus. Nach 24 Stunden waren im ganzen 1200 mg 
ausgefallen, die abgesaugt und mit Ather durchgewaschen wurden. 

Die feingepulverte Osmiumverbindung wurde mit einer 
wiéBrig-alkoholischen Natriumsulfitlésung unter RickfluB gekocht 
(6g Na,SO3,, 7H,O und je 40cem Alkohol und Wasser). Nach 
5 Stunden wurde heif abfiltriert, der Niederschlag mit Alkohol 
ausgekocht und dieser Auszug mit dem Filtrat vereinigt. Dann 
wurde der Alkohol auf dem Wasserbad abgedampft. Die zuriick- 
bleibende waBrige Lésung wurde mit Ather ausgezogen, saure 
Bestandteile lieBen sich nicht nachweisen. Nachdem der Ather 
abgedampft war, wurde der Riickstand aus Methylalkohol um- 
krystallisiert. Zunachst wurde der Schmelzpunkt gegen 150° ge- 
funden. Die Analyse stimmte bereits eimwandfrei auf das Krypto- 
stentriolacetat. Durch mehrmaliges Umkrystallisieren stieg der 
Schmelzpunkt auf 177—179°. Vielleicht liegt Isomerie vor. 


3,650 mg Subst.: 10,260 mg CO,, 3,600 mg H,O. 
C3.Hs,0, (502) Ber. C 76,50 H 10,76 Gef. C 76,66 H 11,03. 


Verseifung. Das Acetat wurde mit 10°/,igem methylalko- 
holischem Kali 2 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Es wurde dann 
wie gewohnlich aufgearbeitet. Schmelzp. 178—180°. Aus Methyl- 
alkohol Nadelbiischel, aus Alkohol kleine Prismen. 


5,051 mg Subst.: 14,530 mg CO,, 4,995 mg H,O. 
CsoH5.0, (460) Ber. C 78,26 H 11,30 Gef. C 78,45 H 11,07. 


Spezifische Drehung: 23,70mg Subst., 3ccm CHCl,, 2-dm-Rohr; 
oa =-+ 0,80, [«]p2° = + 50,50°. 


Farbreaktion nach Liebermann-Burchard wie Krypto- 
sterin. 
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Einwirkung von OsmiumtetroxydaufKryptosterin bei Gegen- 
wart von Pyridin!). 260 mg Kryptosterin wurden in 15 ccm absolutem Ather 
mit 155 mg OsO, und 250 ccm Pyridin zur Reaktion gebracht. Nach kurzer Zeit 
fiel ein brauner, unscheinbarer Niederschlag aus, der nach 5 Stunden abgesaugt 
wurde. Er wurde in Chloroform aufgenommen und mit 50mg KOH und 
500 mg Mannit in 10 com Wasser 10 Stunden geschiittelt. Die CHCl,-Lésung 
war fast ganz farblos geworden. Darauf wurde erneut 5 Stunden mit alkalischer 
Mannitlésung umgeestert. Nach Abdampfen des Chloroforms waren jedoch 
noch dunkle Beimengungen von Os-Verbindungen im Riickstand, die sich 
hartnackig an das Triol hefteten und durch Umkrystallisieren der Substanz 
aus Alkohol nicht zu beseitigen waren. Erst nach Adsorption an Al,O;, was 
allerdings mit erheblichen Verlusten verbunden war, konnte das gleiche Krypto- 
stentriol wie oben vom Schmelzp. 176—178° erhalten werden. [«]p*° = + 48°. 


Spaltung des Kryptostentriols mit Bleitetraacetat 


Kryptostentriol wurde in absolutem Benzol gelést und mit der 
iiquivalenten Menge einer Lésung von Bleitetraacetat in Benzol 
behandelt. Um das bei der Spaltung des Glykols entstandene 
Aceton nachzuweisen, wurde die Benzollésung 4mal mit Wasser 
durchgeschiittelt. Mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin konnte gezeigt 
werden, da 80°/, der theoretischen Menge an Aceton entstanden 
waren, das nach 4maligem Durchschiitteln mit Wasser nach dem 
Verteilungsverhaltnis fiir Aceton in Wasser/Benzol zu etwa 94°/, 


im Wasser enthalten ist. Formaldehyd war hierbei auch nicht in 
Spuren entstanden. 


Kinwirkung von OsO, auf Dihydro-kryptosterin-acetat 


Die Einwirkung erfolgte genau wie beim Kryptosterin-acetat be- 
schrieben. Nach mehreren Wochen erst hatte sich an der Glaswand des 
Kolbens ein schwarzer Uberzug von Os-Verbindungen gebildet, die aber 
keinen Ester enthielten. Der Ather war fast ganz farblos geblieben, Ein 
Umsatz mit der Substanz hatte nicht stattgefunden, da zu iiber 90°/, das 
Ausgangsmaterial vom Schmelzp. 119—120° zuriickerhalten wurde. 

Auch Dihydro-lanosterin und Isodihydro-kryptosterin lieBen sich nicht 
mit OsO, verestern. Auch der von Criegee vorgeschlagene Zusatz von Pyridin 


fiihrte nicht zum Ziel. 

In diesem Zusammenhang sei noch erwihnt, daB auch die 
Doppelbindung im «-Cholestenol (4 8,14) gegen OsO, resistent 
ist. Selbst nach 3 Wochen war noch kein Niederschlag ausgefallen. 

Dagegen reagiert die passive Doppelbindung des Dihydro- 
zymosterins (Cholestenol 49,11) mit OsO, unter Bildung des 


Esters in fast quantitativer Ausbeute und in gut ausgebildeten 
Krystallen, woriiber spater berichtet wird. 





1) Vgl. R. Criegee, B. Marchand u. H. Wannowius, Liebigs Ann. 
590, 99 (1942). 
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Iso-dthydrokryptosterm (i. Joost) 


0,5 g Dihydrokryptosterin wurden in 15 ccm trocknem Chloro- 
form gelést und diese Lésung am Riickflu8kihler unter Durchleiten 
von Chlorwasserstoff 1 Stunde lang im Sieden erhalten. Nach dem 
Abdampfen des Lésungsmittels wurde die Substanz 3mal aus 
Aceton-Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 1385-—136°. Dieser 
Schmelzpunkt dnderte sich nicht, nachdem das Praparat noch 
wiederholt durch die 6fache Menge Aluminiumoxyd filtriert war. 


Mischschmelzpunkt mit Kryptosterin (Schmelzp. 138—140°) bei 
135°. 


Spezifische Drehung: 46,3 mg Subst., 3 cem Chloroform, J = 1,894 dm; 
«a =-+ 0,719, [a]p2°= + 40,5°; Dihydro-kryptosterin (Schmelzp. 145—146°): 
[a}p2° = + 53,9°. 


Bei einem Hydrierungsversuch wurden 84 mg des Isosterins mit 20mg Pt,O 
unter Wasserstoff in Hisessig 48 Stunden lang geschiittelt, ohne da Wasser- 
stoff aufgenommen wurde. Aus der Lésung wurde das unveranderte Ausgangs- 
material (Schmelzp. 135—136°) isoliert. 


Umlagerung von Dihydrokryptosterin-acetat 


1g Dihydro-kryptosterin-acetat vom Schmelzp. 120—120,5° wurde in 
8 com Chloroform, das vorher mit CaCl, getrocknet war, aufgelést; 8 Stunden 
lang ein trockner HCl-Strom bei Eiskiihlung eingeleitet.. Danach wurde die 
Chloroformlésung, die véllig farblos geblieben war, mit Natriumbicarbonat 
durchgeschiittelt und mit Wasser nachgewaschen. Nachdem die Chloroform- 
lésung i. V. eingedampft war, wurde der Riickstand aus Aceton—Methanol 
umkrystallisiert. So wurden kleine prismatische Platten vom Schmelzp. 130° 
erhalten. Es war eine quantitative Umlagerung des Ausgangsstoffes erfolgt, 
die sofort zu einer einheitlichen Substanz fiihrte. 


Spezifische Drehung: 33,70 mg Subst., 3 cem Chloroform, 2-dm-Rohr; 
a == + 1,00, [a]p2°= + 44,5°. 


Versetfung. Iso-dihydrokryptosterin-acetat wurde mit 10°/jiger 
methylalkoholischer Kalilauge 2 Stunden am Riickflu8 gekocht 
und dann wie iiblich aufgearbeitet. Die Substanz wurde in Aceton 
heiB gelést und dann die gleiche Menge Methanol zugesetzt. Das 
Iso-dihydrokryptosterin krystallisierte in langen, verfilzten 
Nadeln aus (genau wie Dihydrokryptosterin) und zeigte den 
Schmelzp. 185—136°. Farbreaktion nach Liebermann-Bur- 
chard wie Kryptosterin. 


Iso-dihydrokryptosterin-benzoat. Die Benzoylierung erfolgte wie 
wblich mit Benzoylchlorid in Pyridin bei Eiskiihlung. Die Auf- 
arbeitung ergab ein Benzoat, das zunichst bei 196—197° schmolz. 
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Nach dem Umkrystallisieren aus Aceton ging der Schmelzpunkt 
auf 197—198° herauf. Nadeln wie Dihydrokryptosterin-benzoat. 
Spezifische Drehung: 27,80 mg Subst., 3ccm CHCl, 2-dm-Rohr; 
a = + 1,13°, [a]Jp2°= + 61° 
Ebenso wie die Doppelbindungen von Dihydro-kryptosterin 
und Dihydro-lanosterin nimmt auch die Doppelbindung des Iso- 
dihydro-kryptosterins kein Brom auf. 


Die Umlagerung von Dihydro-lanosterin 


Genau die gleichen Reaktionen wurden auch mit Dihydro- 
lanosterin-acetat vom Schmelzp. 119° durchgefiihrt, woriiber die 
nachstehende Tabelle AufschluB gibt. 








Sterin Acetat | Benzoat 





Schmp. | [x]?° | Schmp. (ae? | Schmp. | [a ]2° 











| 


Dihydro-kryptosterin . }145—146 9 +53,9119—120%| +52,9°|190-—191° +72° 
Dihydro-lanosterin') . {149—150°|+51,9118—120% 52,9° | 

Isodihydro-kryptosterin 135—1369+39,3° 130° | +44,591197—-198° +61,0° 
Isodihydro-lanosterin. |135—136 °| +38,0°129—130° +43,6°|197—198°| +.60,3° 














Herrn Professor H. Hérlein, dem Vorsitzenden der Justus 
Liebig-Gesellschaft, dankt W. Benend bestens fiir die freundliche 
Forderung seines Studiums. 





) Diese Z. 190, 51 (1930). 
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Uber die Fligelpigmente der Schmetterlinge. XIII’) 
Nachweis und Bestimmung von Leukopterin 


Von 
Peter Decker 
Mit 5 Figuren im Text 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayrischen Akademie der Wissenschaften 
zu Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1942) 





Das Vorkommen der Pterine auf den Fliigeln der Schmetter- 
linge 3), wo sie in erheblichen Mengen abgelagert werden, kénnte 
durch die Annahme erklirt werden, daB diese sehr stickstoffreichen 
Substanzen bei den Pieriden im Verpuppungsstadium die Rolle 
eines Endproduktes des Stickstoff-stoffwechsels spielen, indem sie 
auf den Fligeln zur Abscheidung kommen. Daneben konnten in ge- 
ringerer Menge auch Purinderivate auf den Fliigeln nachgewiesen 
werden*® »® 7), Wiahrend bei der Raupe und beim fertigen Falter 
der Stickstoff vorwiegend als Harnséure’) ausgeschieden wird, 
wurde bei der Puppe der Purinstoffwechsel weitgehend durch einen 
,.Pteridinstoffwechsel‘‘ abgelést werden. 

Nachdem nun durch Koschara im Menschenharn Xantho- 
pterin (Uropterin) (I])§) das gelbe Pigment des Zitronenfalters und 
anderer Pieriden nachgewiesen wurde und erhebliches physiolo- 
gisches Interesse gewonnen hat%), lag es nahe, auch hier einen am 
Stickstoffhaushalt zwar wohl nicht wesentlich beteiligten, aber 
vielleicht lebenswichtige Wirkstoffe einschlieBenden ,,Pteridin- 
stoffwechsel‘‘ zu vermuten, welcher auBer dem Xanthopterin auch 
die Lyochrome, das gelbe Ferment, Lactoflavin (V) u.a., die 
auch als Derivate des Pteridins (VI) aufzufassen sind, umfassen 
wirde. Aus dieser Uberlegung heraus erschien es angebracht, zu 
priifen, ob nicht auch das Leukopterin (I) in tierischen Stoff- 
wechselprodukten vorkommt, da es ein Oxydationsprodukt des 
Xanthopterins ist, zu welchem es in demselben Verhaltnis steht 
wie Harnsdure (III) zu Xanthin (IY). 
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Dazu mute zunichst eine Modglichkeit gefunden werden, 
kleine Mengen Leukopterin neben anderen Substanzen nach- 
zuweisent und zu bestimmen. Wahrend der chemische Nachweis 
des Leuktopterins neben viel Harnsaéure ebenso wie dessen Ab- 
trennung wegen der iiberaus groBen Ahnlichkeit beider auf 
Schwierigkeiten st6é8t*), fiihrte die Messung und Charakterisierung 
der Fluorescenz des Leukopterins zum Ziel. 

Leukopterin zeigt in alkalischer Lésung blaue Fluorescenz, 
die mit zunehmender Alkalikonzentration einen charakteristischen 
Anstieg zeigt. In 5n-NaOH gibt es noch in einer Verdiinnung von 
1: 2-10 eine meBbare Fluorescenz, es kénnen also, da zu einer 
Messung etwa 10 cem Lésung erforderlich sind, noch 0,5 y absolut 
erfaBt werden. Die Messungen wurden im ZeiB-Pulfrich -Photo- 
meter vor der Analysenquarzlampe durchgefiihrt, wobei als Ver- 
gleichsfluorescenz und MaSeinheit der Fluorescenzstandard B der 
Firma Carl Zeif-Jena diente, dessen Fluorescenz etwa 1 y/cem 
Leukopterin in 1n-Natronlauge, gemessen in einer 30 mm langen 
Kiivette, entspricht. Die Kurven der Fig. 1 und 2 kennzeichnen 
das Fluorescenzverhalten des Leukopterins. In Fig.1 ist zum 





*) Uber die mikrochemische Identifizierung isolierten Leukopterins vgl. *°). 
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Vergleich auch die Fluorescenzkurve des Xanthopterins auf- 
genommen, dessen griine Fluorescenz in n/100-Natronlauge die des 
Standards um mehr als das 20fache iibertrifft, in n-Natronlauge 
aber nur noch wenig starker, in 5n-Natronlauge bereits mehr als 
10mal schwicher als die der gleichen Menge Leukopterin ist. Aus 
den Kurven der Fig.2 kann die einer gemessenen Fluorescenz 
zuzuordnende Leukopterinkonzentration entnommen werden. Um 
Ausléschungserscheinungen zu vermeiden, deren Auftreten an der 
stiirkeren Fluorescenz der der Lichtquelle zugewandten Seite der 
Kiivette leicht erkannt wird, ist es ratsam, die MeBlésungen so weit 


zu verdiinnen, daB sie nicht wesentlich stairker als der Standard B 
fluorescieren. 


Die fluorometrische Messung der Lewkopterinkonzentration 
eignet sich zur Bestimmung der auBerordentlich geringen Lislich- 
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Fig. 1 Fig. 2 
Fluorescenz des Leukopterins (1) und des Fluorescenz von Leukopterinlésungen ver- 
Xanthopterins (II) in Abhingigkeit von der schiedener Konzentration in n-Natron- 
Alkalikonzentration lauge (II) und 5 n-Natronlauge (I) 


keit des Leukopterins in Wasser. Fein gepulvertes Leukopterin 
wurde mit Wasser lingere Zeit geschiittelt, scharf abzentrifugiert, 
alkalisch gemacht und die Fluorescenz gemessen. Es ergab sich, 
daB bei 20° 1 Teil Leukopterin sich in rund 10® Teilen Wasser lést. 
In siedendem Wasser und in kalter 5n-Salzsaure ist die Léslichkeit 
etwa 30mal gréBer. 


Um jedoch Leukopterin in organischem Material fluoro- 
metrisch bestimmen zu kénnen, mu8 fiir eine médglichst weit- 
gehende Abtrennung aller anderen in alkalischer Lésung fluores- 
cierenden Substanzen gesorgt werden, wahrend nicht fluores- 
cierende Stoffe, insbesondere Harnsaure, nicht stéren. Dies lieB sich 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 274 15 
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nun in vielen Fallen durch einen Kunstgriff erreichen, wobei die 
groBe Ahnlichkeit des Leukopterins und der Harnsiure aus- 
geniitzt wird. 


Wird Harnsiure, die Spuren Leukopterin enthalt, mehrfach 
aus Natronlauge—Salzsiure umgefillt, so bleiben die meisten 
fluorescierenden Stoffe schneller in den Mutterlaugen zuriick als das 
Leukopterin, das infolge seiner auSerordentlichen Schwerléslich- 
keit und wohl auch durch Adsorption immer wieder mitgefallt wird. 
Zwar geht dabei, besonders in Gegenwart von viel Verunreinigungen, 
auch viel Leukopterin verloren, aber angesichts der Empfindlichkeit 
der MeBmethode kann man sehr erhebliche Verluste in Kauf 
nehmen, wenn nur ein kleiner Bruchteil urspriinglich vorhandenen 
Leukopterins, weitgehend von anderen Fluorescenzstoffen befreit, 
schlieBlich zur Messung gebracht wird. 

Dieses Prinzip wurde zur Untersuchung von Menschenharn, 
Schlangenexkrementen, Guano und Exkrementen von 
Raupen der Kleidermotte*) auf Leukopterin angewandt. 
Lediglich in den Mottenexkrementen konnte ein Gehalt von 
0,01°/, Leukopterin festgestellt werden. Die Mottenraupen waren 
auf reiner Wolle geziichtet. Eine Beurteilung dieses Ergebnisses 
ist zur Zeit noch nicht méglich, da es sich hier auch um Leukopterin 
handeln kénnte, das von den Fliigeln ausgeschliipfter Motten in die 
Exkremente gelangt ist. Andererseits ist noch nicht untersucht, 
ob Leukopterin itberhaupt auf den Mottenfliigeln vorkommt. 

Da die Methode allgemeiner Anwendung fahig zu sein scheint, 
soll sie im folgenden naher beschrieben werden. 

Es wurden grundsatzlich zwei Proben (A und B) des zu unter- 
suchenden Materials parallel aufgearbeitet, deren eine (A) vorher 
mit einer geeigneten Menge Leukopterin versetzt wird und als Test 
dient, um festzustellen, welcher Bruchteil des urspriinglich vor- 
handenen Leukopterins schlieBlich zur Messung gebracht wird. 
Unter Umstinden empfiehlt es sich, eine Anreicherung des Leuko- 
pterins nach anderen Methoden voranzustellen, so z. B. bei Harn 
durch fraktionierte Adsorption an Tierkohle aus saurer Lésung 
nach dem Vorgang von Koschara und Mitarbeitern bei der Ab- 
trennung des Xanthopterins 1). In anderen Fallen geniigte es, den 
alkalischen Extrakt des zu untersuchenden Materials durch Kochen 





*) Das Material wurde durch Vermittlung von Herrn Dr. H. Stenzl 


von der Firma I. R. Geigy in Basel in dankenswerter Weise zur Verfiigung 
gestellt. 
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mit Tierkohle vorzureinigen (in alkalischer Lésung wird Leuko- 
pterin, wie besondere Versuche zeigten, kaum adsorbiert). 

Dann wird, falls nicht aus dem Untersuchungsmaterial 
stammende Harnsiure in geniigender Menge zugegen ist, reine 
Harnsiéure zugesetzt, mit verd. Salzsiure hei8 gefallt, nach langerem 
Stehen filtriert und in Lauge aufgenommen und diese Operation 
so lange wiederholt, bis entweder die Fluorescenz der Probe B sich 
der Grenze der MeBSbarkeit nahert oder das Verhiltnis der Fluo- 
rescenzen von A und B sich nicht mehr wesentlich andert. Zum 
SchluB wird, wenn die Farbe des Restfluorescenz der Probe B einen 
Leukopteringehalt médglich erscheinen ]a8t, durch Messung der 
Alkalikonzentrationsabhangigkeit der Fluorescenz bei der Probe B 
entschieden, ob es sich tatsichlich um Leukopterin*) handelt, bei 
der Probe A nachgepriift, ob unter den eingehaltenen Bedingungen 
das beigefiigte Leukopterin nicht etwa véllig verloren gegangen ist. 
Wird in beiden Proben Leukopterin nachgewiesen, so la8t sich aus 
der zur Probe A anfinglich zugesetzten Leukopterinmenge und 
dem Verhialtnis der Fluorescenz von A und B in der letzten Stufe 
eréBenordnungsmaBig der urspriingliche Leukopteringehalt des 
untersuchten Materials angeben. Im folgenden seien einige Bei- 
spiele angefihrt. 

Harn. 2 Proben zu je 1 Liter Menschenharn (A und B), deren eine (A) 
mit 2,5 mg Leukopterin in einigen Tropfen n-Natronlauge versetzt wurde, 
werden mit je 3 ccm konzentrierter Salzsiure angesduert und je 4mal mit je 
0,5 g Tierkohle geschiittelt und filtriert (Adsorption I—IV). Die I. Adsorption 
beider Proben wird dreimal, die II. zweimal und die restlichen je einmal durch 
kurzes Aufkochen mit n/5-Natronlauge eluiert und filtriert. Von den Filtraten 
wurden je l ccm in 20 ccm 5 n-Natronlauge zur Fluorescenzmessung verwandt. 
Dabei ergab sich, daB die 1. Elutionen der Adsorption I und II der Probe A 
gegeniiber den entsprechenden Fraktionen der Probe B keine erhéhte Fluores- 
cenz zeigten. Von dem der Probe A zugesetzten Leuko pterin war also nur wenig 
in diesen Fraktionen enthalten. Sie wurden verworfen. Aus der Differenz der 
Fluorescenzen der iibrigen Fraktionen der Probe A gegeniiber denen der 
Probe B lieB sich errechnen, da in ersteren insgesamt etwa 65°/, des anfangs 
zugesetzten Leukopterins enthalten waren. In diesen Fraktionen war also auch 
bei der Probe B etwa vorhandenes Leukopterin zu erwarten. 


II. Stufe. Die vereinigten Fraktionen der Probe A und der Probe B 
wurden schwach angesduert, im Vakuum bis fast zur Trockne eingedampft 





*) Zur weiteren Sicherung der Identifizierung des Leukopterins, die hier 
durch das Zusammenfallen des charakteristischen Verhaltens gegeniiber Harn- 
siure und des Fluorescenzverhaltens erfolgt, ware noch die Aufnahme eines 
UV-Absorptionsspektrums nach entsprechender Anreicherung denkbar. Nach 
der Lage der Absorptionsbanden!?) miiBten noch 0,1°/, Leukopterin in Harn- 
siure an dem Maximum bei 345 m. erkennbar sein. 
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und mit etwa 5ccm Wasser aufgenommen. Der aus wenig stark dunkel 
gefarbter Harnsaure bestehende Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit ins- 
gesamt 10 ccm n/5-Salzséure gewaschen, wobei der gréBte Teil des Xantho- 
pterins entfernt wird, und in 10 ccm n/2-Natronlauge gelést. Messung der 
Fluorescenz aliquoter Teile beider Proben ergab, daB nur noch 7°/, des ur- 
spriinglich zugesetzten Leukopterins vorhanden waren, doch fluorescierte A 
bereits 3mal starker als B. 

Ill. Stufe. In beiden Proben wurden jetzt je 50 mg Harnsaure gelést, 
mit 100 mg Tierkohle aufgekocht, filtriert, angesiuert und nach mebrstiindigem 
Stehen die ausgeschiedene Harnsaure abfiltriert und wieder in 10 ccm n/2- 
Natronlauge aufgenommen. Das Verhaltnis der Fluorescenzen von A und B 
war auf 5:1 gestiegen. In A waren noch 1,6°/, des zugesetzten Leuko- 
pterins vorhanden. 

IV. Stufe. Nach einer weiteren Fallung zeigte B nur noch eine schwache 
griine Fluorescenz, so daB die ganze Probe zur Messung verwandt werden 
muBte. In A waren noch 16 y, das sind 0,65°/, von den 2,5 mg zugesetzten 
Leukopterins, vorhanden. Die Restfluorescenz von B hatte 1,2 y, also 4/3, 
der in A gefundenen Leukopterinmenge entsprochen, doch konnte sie wegen 
ihrer griinen Farbe nicht von Leukopterin stammen. 


Es konnte also kein Leukopterin nachgewiesen werden. Nach- 
weisbarkeitsgrenze < 0,2 mg/Liter (2,5/18). 

Schlangenexkremente. Schlangenexkremente enthalten ver- 
haltnismaBig wenig fluorescierende Substanzen, die jedoch zum Teil 
in ihrem Verhalten beim Umfallen mit Harnsiure dem Leukopterin 
ahneln. Das Verhaltnis der Fluorescenz zweier Proben, deren eine 
mit Leukopterin versetzt war, anderte sich nach mehrfachem Um- 
fallen nicht wesentlich. 


Es wurde daher 1 g Schlangenexkremente, die ja bekanntlich fast aus- 
schlieBlich aus Harnsaure bestehen, in 20 ccm n-Natronlauge gelést, filtriert 
und die Lésung in zwei Teile geteilt (A und B). Zu A wurde 0,1 mg Leuko- 
pterin zugesetzt. Die Proben wurden mit je 0,1 g Tierkohle gekocht, filtriert, 
mit Salzsaiure heiB gefallt und nach mehrstiindigem Stehen abgesaugt. Es 
wurden je 360 mg rein weiBe Harnsaure erhalten. Von beiden Proben wurden 
je 50 mg in verschieden starker Natronlauge gelést und die Fluorescenz ge- 


messen. Fig. 3 zeigt das Ergebnis. 

Die Fluorescenz der Probe A zeigt den fiir Leukopterin 
charakteristischen Anstieg mit zunehmender Alkalikonzentration, 
wahrend 6 keine Spur eines solchen erkennen laBt. Das Ergebnis 
ist also auch hier negativ. Nachweisbarkeitsgrenze < 0,02°/,. 


Guano. Hier lagen ahnliche, aber wesentlich ungiinstigere 
Verhaltnisse vor wie bei den Schlangenexkrementen. Guano ent- 
halt némlich verhaltnismaBig groBe Mengen einer blau fluorescieren- 
den Substanz, die noch nicht naher untersucht wurde und die eine 
ahnliche ,,Affinitaét‘* zur Harnsaure zeigt wie das Leukopterin, so 
da8 auch hier beim Umfallen mit Harnsiure keine Anreicherung 
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des Leukopterins erreicht werden kann. Infolgedessen liegt hier 
die Nachweisbarkeitsgrenze fiir Leukopterin wesentlich héher. 
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Fluorescenz zweier aus Schlangenexkre- Fluorescenz zweier aus Guano erhaltener 
menten erhaltener Proben. A mit Leuko- Proben. A wurde mit Leukopterin 
pterin versetzt versetzt 


Es wurden zwei Proben (A und B) zu je 0,5 g Guano mit je 10 ccm 
2 n-Natronlauge gekocht, A mit 1,5 mg Leukopterin versetzt und beide Proben 
mit je 0,1 g Tierkohle gekocht, angesduert, dann filtriert und die Abhangigkeit 
der Fluorescenz von der Alkalikonzentration aufgenommen. 


Die Kurven der Fig. 4 zeigen, daB auch hier ebenso wie bei 
den Schlangenexkrementen kein Leukopterin vorliegt. Nachweis- 
barkeitsgrenze < 0,3°/). 
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Fig. 5 


Fluorescenz zweier aus Mottenexkrementen 
erhaltener Proben. A wurde mit Leuko- 
pterin versetzt 


Mottenexkremente. Zwei Proben zu je 1g (A und B) gesiebte und 
mit Ather und Methanol extrahierte Exkremente von Kleidermottenraupen, 
welche ungefahr 30°/, Harnsiure enthalten, wurden mit je 40 ccm n-Natron- 
lauge gekocht, zentrifugiert, A mit 0,4 mg Leukopterin versetzt und beide mit 
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verdimnter Salzsaure hei8 zefalit. Nach mehrstindigem Stehen wurde ab- "4 
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aufgekocht. Das Verhalinis der Fluorescenzen von A und B betrug jetzt 2: 1. 
Nach weiterem dreimalicem Umfallen ging es lediglich auf 4:1 berauf. Es 
wurde nochmals mit verdannter Salzsaure gefallt und in 10 ccm 0,3 n-Natron- a 
ange aufgenommen. Dann wurde A mit 0,3 n-Natronlauge so weit verdinnt, 
da8 es die gleiche Finorescenz zeigte wie B. Die Flnorescenz von 10 ccm dieser 
verdimnten Lésung und von B wurde gemessen und dann durch schrittweises 
Zafagen konzentrierterer Lauge die Alkalikonzentration unter jedesmaliger 
Messume der Flnorescenz bis auf 5n erhéht. Nach Eliminierung der durch 
die VolumenverzréSerung eingetretenen Verdiinnung ergaben sich die in Fig. 5 
dargesteliten Kurven. 
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filiriert. in 20 cem n-Natronlanze aufgenommen und mit je 0,1 g Tierkohle 


Aus dem gleichartigen Anstieg der Fluorescenz beider Proben 
ergibt sich, daB es sich bei beiden um Leukopterin handelt. In den 
untersuchten Mottenexkrementen war also Leukopterin enthalten, 
und zwar, wie sich aus dem Vergleich mit der Testprobe ergibt, 


Zusammenfassung 
1. Es wird eime Methode angegeben, die es gestattet, kleine 
Mengen Lenkopterin in Naturprodukten nachzuweisen und an- 


2. 1 Tal Lenko — st sich in etwa 10° Teilen Wasser von 20°. 
nharn (Nachweisbarkeitsgrenze <0,1 mg/Liter), 
= rementen (Nachweis barkeits; grenze < 0,02°/,) 
und in Guano (Nachweisbarkeitsgrenze < 0,3°/,) konnte bain 
Lenkopterin gefunden w yon In Exkrementen der Kleider- 
‘ 9 Leukopterin nachgewiesen. 


© 
et 
Cl 

a8) 
f 

Le | 
Oo 
fod 
a*) 
ia 8) 
(2. 
‘h 
mn 
24 


Litera 

1. XIL Mitt. R. rae n, Liebigs Ann. 548, 284 (1941). 

2. H. Wieland u. C. Schépf, Ber. chem. Ges. 58, 2178 (1925). 

3. C. Schipf u. E ———- Ber. chem. Ges. 59, 2067 (1926). 
Purrmann, Liebigs aH. 182 (1940). 

R. Purrmann, Diese Z. — 105 (1939). 

r. Diese Z. -. 130 (1940). 

. H. Metzger, C. Schopf u. M. Bilow, Liebigs Ann. 507, 
226 (1933). 

8. W. Koschara,. Diese Z. i. 127 (1936). 

9. W. Koschara u. H. Hau = Z. 259, 97 (1939). 

10. E. Becker u. C. Schipf, “Liebize Ann. 524, 124 (1936). 

11. W. Koschara.8. v. d. Seipenu. P. A. Aldred, Diese Z. 262, 158 (1939). 

12. H. Fromberz u. A. Kotzschmar, Liebigs Ann. 584, 283 (1938). 














231 


Synthese des Biliverdins (Uteroverdins) und Bilirubins, 
der Biliverdine XIII ¢ und III ¢, 
sowie der Vinylneoxanthosiure ’) 
Von 
Hans Fischer und Hans Plieninger 
Mit 7 Figuren auf Tafel III 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Marz 1942) 


Auf Grund der analytischen Konstitutionsermittlung muB dem 
Bilirubin folgende Konstitutionsformel zukommen: 











H,0=—=CH=CH, H,C;—PS*) PS,—CH,; H,C———CH=CH, 
* | I | | 11 | Iv 
ee ae 
I 


*) PS = CH,—CH,—COOH. 


Die Reihenfolge der Substituenten entspricht der des Haimins und 
an der «-Methingruppe ist dieses hydrolytisch oxydativ gespalten 
worden, wobei gleichzeitig an der y-Methingruppe und dem be- 
nachbarten Pyrrolkern eine Hydrierung zu verzeichnen ist. Diese 
Feststellungen sind weiter erhairtet durch die Synthese des Glauko- 
bilins und Mesobilirubins durch W. Siedel?). 

Fiir die Synthese des Bilirubins waren dhnliche Schwierig- 
keiten vorhanden wie beim Himin, namlich der Erzeugung der 
Vinylgruppen, und es lag nahe, diese Schwierigkeiten auf dem- 
selben Wege zu iiberbriicken, wie wir das seinerzeit beim Haimin 
getan hatten. Dort hatten wir in Deuterohaimin 2 Acetylreste 
eingefiihrt und diese dann iiber den sekundaren Alkohol und 
Wasserabspaltung zu Vinylgruppen und damit das Diacetyldeutero- 
himin in Protoporphyrin abgewandelt’). 





') 35. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 34. Mitteilung 
H. Plieninger u. H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 206 (1942). 

2) Diese Z. 237, 15ff. (1935). 

5) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 468, 114 (1929). 
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Vor einigen Jahren gelang die Synthese von Bilirubinoiden 
mit freien Methingruppen in #-Stellung’), aber die Einfihrung 
der Acetylreste gelang ebensowenig wie die von Formylresten. 
Beide Wege wurden neuerdings?) beschritten; trotz vieler Mihe 
jedoch blieben alle Versuche der Hinfiihrung dieser Gruppen ver- 
geblich. Damals?) war auch bereits die Synthese acetylierter 
Oxypyrromethene gelungen, aber nicht ihre Umwandlung zum 
Bilirubinoid. Neue Versuche verliefen auch wieder negativ; vgl. 
auch H. Lichtenwald*. 

Kin weiterer Weg schien gegeben durch die Umwandlung 
von Propionsaureresten in Vinylgruppen. Uber das Hydrazid, 
Azid, Urethan, bzw. Amin gelang die Erzeugung der Vinylgruppen 
im Porphyrinverband glatt und so wurde z. B. 1,3,5, 7-Tetramethyl- 
2,4,6,8-tetravinylporphin sowie Vinylpyrroporphyrin in schén 
krystallisiertem Zustand erhalten**). Koprobilirubine sind bereits 
synthetisiert, und wenn es eine Methode gabe, an nur zwei 
Propionsaureresten den Curtiusschen Abbau durchzufihren, so 
ware die Synthese von Bilirubin bzw. Isobilirubinen auf diesem 
Wege vielleicht durchfiihrbar. 

Unsere Versuche gingen nun dahin, den Curtius schen Ab- 
bau zum Amin mit nachtraglicher erschépfender Methylierung 
und Trimethylaminabspaltung zu kombinieren mit der alkalischen 
Kondensation von Oxypyrrolen mit Pyrrolaldehyden?), die in guter 
Ausbeute zu Oxypyrromethenen fiihrt. 

Durch Oxydation der Opsoséiure mit Perhydrol entsteht ein 
Gemisch der beiden Isomeren Oxyopsosaure (Il) und ,,[so-oxy- 
opsosdure® (IIT)§), 





Itl 
HO YH H OH 
i 
NH i 


a 


Die Oxyopsosdiure wird dank ihrer bedeutend schwereren 
Léslichkeit in Alkohol leicht rein erhalten und hat einen Schmelz- 
punkt von 182° 





1) H. Fischer u. G. Fries, Diese Z. 231, 240 (1935). 

*) H. Plieninger u. H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 206 (1942). 

5) H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 118 (1942). 

*) H. Fischer u. E. Haarer, Diese Z, 229, 55 (1934). 

*) H. Fischer, E. Haarer u. F.Stadler, Diese Z. 241, 209 (1936). 


*) H. Fischer, H. Lichtenwald u. H. Reinecke, Diese Z. 257, 
193 (1939). 
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Die Versuche wurden zuerst an der leichter zuganglichen 
Oxyopsosaure durchgefiihrt. 


Die Veresterung gelang mit Diazomethan, besser aber mit 
Methylalkohol—Chlorwasserstoff. Mit Diazomethan geht die Reaktion 
nicht in eindeutiger Richtung, es entstehen Kérper mit wech- 
selnden Schmelzpunkten, offenbar Gemische. Dies ist auch daran 
zu erkennen, daB iiberschiissig zugegebenes Diazomethan stets 
verbraucht wird. 

Bei der Aufarbeitung des Esters muB wegen der guten 
Wasserléslichkeit des Oxypyrrols unter AusschluB von Wasser ge- 
arbeitet werden. Dies wird erreicht, indem man nach der Ver- 
esterung mit tiberschiissiger Soda neutralisiert, den Methylalkohol 
abdampft und den Riickstand mit absolutem Ather extrahiert. 
Der Ester (IV) krystallisiert zum gré8ten Teil schon in der Hitze 
aus dem Ather in guter Ausbeute aus. 

Die Umsetzung mit Hydrazinhydrat ist schon nach kurzer 
Kinwirkung auf dem Wasserbad beendet. Wie wir schon friiher') 
zeigen konnten, lassen sich bei Pyrrolen 3-Propionsiureester leicht 
mit Hydrazin umsetzen. Das Hydrazid (V) ist in 90°/,iger Aus- 
beute aus dem Ester (IV) in sehr schén krystallisiertem Zustand 


erhaltlich. Es reduziert ammoniakalische Silberlésung schon in 
der Kalte. 


Die Umsetzung der Hydrazide zum Azid macht in der 
Pyrrolreihe dann Schwierigkeiten, wenn eine reaktionsfahige freie 
«-Stelle vorhanden ist. 

So tritt z. B. bei dem Hydrazid der Himo- und Kryptopyrrol- 
carbonsaiure wie auch bei dem der Opsopyrrolcarbonsadure unter 
der Einwirkung yon salpetriger Saure totale Verschmierung ein. 

Durch die Einfiihrung der Oxygruppe wird das a-Wasser- 
stoffatom auBerordentlich reaktionstrige, was sich auch in der 
negativen Ehrlichschen Reaktion der Oxy- und Isooxyopsosaure 
auspragt. Mit Diazobenzolchlorid tritt allerdings Kupplungs- 
reaktion ein’). 

Die Umsetzung des Hydrazids der Oxyopsosaure(V) mit salpetriger 
Siure unter Kihlung gelingt hier in der iiblichen Weise. Ks muf 
wegen der Wasserléslichkeit des Azids ziemlich konzentriert ge- 
arbeitet werden. Dieses (VI) wird in 70°/,iger Ausbeute in schén 





!) H. Fischer, O.Siis u. F.G. Weilgung, Liebigs Ann. 481, 169 
(1930). 


2) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 87 (1939). 
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Vor einigen Jahren gelang die Synthese von Bilirubinoiden 
mit freien Methingruppen in #-Stellung!), aber die EKinfihrung 
der Acetylreste gelang ebensowenig wie die von Formylresten. 
Beide Wege wurden neuerdings?) beschritten; trotz vieler Mihe 
jedoch blieben alle Versuche der Einfihrung dieser Gruppen ver- 
geblich. Damals?) war auch bereits die Synthese acetylierter 
Oxypyrromethene gelungen, aber nicht ihre Umwandlung zum 
Bilirubinoid. Neue Versuche verliefen auch wieder negativ; vgl. 
auch H. Lichtenwald’%). 

Ein weiterer Weg schien gegeben durch die Umwandlung 
von Propionsiureresten in Vinylgruppen. Uber das Hydrazid, 
Azid, Urethan, bzw. Amin gelang die Erzeugung der Vinylgruppen 
im Porphyrinverband glatt und so wurde z. B. 1,3,5, 7-Tetramethyl- 
2,4,6,8-tetravinylporphin sowie Vinylpyrroporphyrin in schén 
krystallisiertem Zustand erhalten**), Koprobilirubine sind bereits 
synthetisiert, und wenn es eine Methode gabe, an nur zwei 
Propionsaureresten den Curtiusschen Abbau durchzufihren, so 
ware die Synthese von Bilirubin bzw. Isobilirubinen auf diesem 
Wege vieilleicht durchfihrbar. 

Unsere Versuche gingen nun dahin, den Curtius schen Ab- 
bau zum Amin mit nachtraglicher erschépfender Methylierung 
und Trimethylaminabspaltung zu kombinieren mit der alkalischen 
Kondensation von Oxypyrrolen mit Pyrrolaldehyden?), die in guter 
Ausbeute zu Oxypyrromethenen fihrt. 

Durch Oxydation der Opsosaiure mit Perhydrol entsteht ein 
Gemisch der beiden Isomeren Oxyopsosiure (Il) und ,,Iso-oxy- 
opsosaure® (ITT)®). 


ai 3 eaaenenaen a |") emeien 
Itt 
NH NH 


Die Oxyopsosiure wird dank ihrer bedeutend schwereren 
Léslichkeit in Alkohol leicht rein erhalten und hat einen Schmelz- 
punkt von 182° 





1) H. Fischer u. G. Fries, Diese Z. 281, 240 (1935). 

*) H. Plieninger u. H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 206 (1942). 

5) H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 118 (1942). 

*) H. Fischer u. E. Haarer, Diese Z, 229, 55 (1934). 

*) H. Fischer, E. Haarer u. F.Stadler, Diese Z, 241, 209 (1936). 

*) H. Fischer, H.Lichtenwald u. H. Reinecke, Diese Z. 257, 
193 (1939). 
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Die Versuche wurden zuerst an der leichter zuganglichen 
Oxyopsosaure durchgefiihrt. 

Die Veresterung gelang mit Diazomethan, besser aber mit 
Methylalkohol—Chlorwasserstoff. Mit Diazomethan geht die Reaktion 
nicht in eindeutiger Richtung, es entstehen Koérper mit wech- 
selnden Schmelzpunkten, offenbar Gemische. Dies ist auch daran 
zu erkennen, daB iiberschiissig zugegebenes Diazomethan stets 
verbraucht wird. | 

Bei der Aufarbeitung des Esters mu8 wegen der guten 
Wasserléslichkeit des Oxypyrrols unter AusschluB von Wasser ge- 
arbeitet werden. Dies wird erreicht, indem man nach der Ver- 
esterung mit tiberschiissiger Soda neutralisiert, den Methylalkohol 
abdampft und den Riickstand mit absolutem Ather extrahiert. 
Der Ester ([V) krystallisiert zum gréBten Teil schon in der Hitze 
aus dem Ather in guter Ausbeute aus. 

Die Umsetzung mit Hydrazinhydrat ist schon nach kurzer 
Einwirkung auf dem Wasserbad beendet. Wie wir schon friiher’) 
zeigen konnten, lassen sich bei Pyrrolen §-Propionsiureester leicht 
mit Hydrazin umsetzen. Das Hydrazid (V) ist in 90°/,iger Aus- 
beute aus dem Ester (IV) in sehr schén krystallisiertem. Zustand 
erhaltlich. Es reduziert ammoniakalische Silberlésung schon in 
der Kalte. | 

Die Umsetzung der Hydrazide zum Azid macht in der 
Pyrrolreihe dann Schwierigkeiten, wenn eine reaktionsfahige freie 
«-Stelle vorhanden ist. 

So tritt z. B. bei dem Hydrazid der Himo- und Kryptopyrrol- 
carbonséiure wie auch bei dem der Opsopyrrolcarbonsiure unter 
der Einwirkung von salpetriger Saure totale Verschmierung ein. 

Durch die Einfithrung der Oxygruppe wird das w-Wasser- 
stoffatom auBerordentlich reaktionstrage, was sich auch in der 
negativen Khrlichschen Reaktion der Oxy- und Isooxyopsosaure 
auspragt. Mit Diazobenzolchlorid tritt allerdings Kupplungs- 
reaktion ein’). 

Die Umsetzung des Hydrazids der Oxyopsosiure(V)mit salpetriger 
Siure unter Kiihlung gelingt hier in der iiblichen Weise. Es mu8 
wegen der Wasserléslichkeit des Azids ziemlich konzentriert ge- 
arbeitet werden. Dieses (Vi) wird in 70°/,iger Ausbeute in schén 





1!) H. Fischer, O.Siis u. F.G. Weilgung, Liebigs Ann. 481, 169 
(1930). 
*) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 87 (1939). 
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krystallisiertem, farblosem Zustand erhalten. Es verpufft in der 
Flamme, ist an der Luft einige Zeit haltbar, verliert jedoch dann 
unter Gelbfarbung Stickstoff. Die Analyse zeigt, daB schon nach 
kurzer Zeit Stickstoff abgespalten wird. 

Der weitere Weg zum Amin wurde iiber das Urethan ge- 
wahlt. Das Azid wurde mit absolutem Athylalkohol unter Stick- 
stoffentwicklung verkocht und das Urethanoxypyrrol (VII) nach 
dem Abdampfen des Alkohols mit absolutem Ather zur Krystallisation 
gebracht. Die Ausbeute aus dem Azid ist quantitativ. Bisher 
wurden also folgende Reaktionen durchgefiihrt: 








7 he -CH, _CH,-CH, __—-CH,-CH, 
jm] COOH IV = GoocH, v | 0 
NH (CH,OH-HCl) (NH,-NH,) | NH 
NH, 
- -C11,-CH,-C=°n¢ | H,C;—-CH, _CH,-NH 
vi | N VIL) 0-COC,H, 


HNO, 
( 2) > 


HOW ot 


Die Spaltung des Urethan-oxypyrrols pone zum Amin gelang 
weder mit Alkalien noch mit Sauren, stets wurde der Pyrrolkern 
zerstort. 

Jetzt wurde durch Kondensation im alkalischen Medium 
mit dem Aldehyd der Opsosiure zum Oxypyrromethenverband 
kondensiert, bevor weitere Umsetzungen an der Seitenkette vor- 


genommen wurden. 
H, ee 


CH, oe __ HsC;— CH, —CH,—COOH 
ol + ob he 
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Das Oxymethen (IX) wird in 50°/,iger Ausbeute durch 

'/,stiindiges Erhitzen der beiden Komponenten im alkalischen 

oF Medium auf dem siedenden Wasserbad erhalten. Es ist auBer- 
ordentlich schwer léslich in Chloroform, Methylalkohol und Ather. 
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Zur besseren Isolierbarkeit wurde es daher verestert, was mit 
Diazomethan oder Methylalkohol—Chlorwasserstoff, dann allerdings 
in schlechterer Ausbeute, gelingt. Das Oxymethen ist auBer- 
ordentlich empfindlich gegen konzentrierte Séuren. Es tritt so- 
fort Rotfarbung ein, vermutlich unter Bildung von Tripyrrenen. 
Hine saure Verseifung der Urethangruppe ist hier also nicht méglich. 


Durch Kondensation des Oxymethens (IX) mit Formaldehyd— 
Chlorwasserstoff in Methylalkohol?) konnte das Bilirubinoid (X) 
mit Urethangruppen erhalten werden. - 

















O O 
il il 
H,C,0-C-NH Xx HN-C-OC,H, 
i | 
H,C;==-CH,-CH, H,C;——,PSCH, H,CPS;——,CH, H,C-H,C——CH, 
8 Cy Ey 
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N H NH H, NH H N 


PSCH,=CH,CH,COOCH, 


Auch dieses ist gegen Saiuren sehr empfindlich. Die De- 
hydrierung zum entsprechenden Glaukobilin (XI) wurde mit Chinon- 
Hisessig*) durchgefiihrt. Man erhalt so das Glaukobilin der 
folgenden Formulierung in charakteristischen rautenférmigen 
Krystallen vom Schmelzp. 248°. 











O | O 
H,C,0-C-NH XI HN-C-0-C,H, 
H, a freien es — efi Ro 
HO YY Sliema ead Ge a — \_, OH 
><a H NH H N H N 


Das Glaukobilin (XI) zeichnet sich durch besondere Schwer- 
léslichkeit in Methylalkohol aus. Die Gmelinsche Reaktion ist 
positiv. Eine zweite Art zum selben Farbstoff zu kommen, stellt 
die Kondensation des Oxymethens (IX) mit Essigsiureanhydrid 
und Ameisensaiure oder mit Ameisensaiure + Bromwasserstoff*) dar. 
In guter Ausbeute erhilt man aus der freien Siure des 
Oxymethens die freie Saure des Glaukobilins in schén krystalli- 
sierter Form und durch Veresterung mit Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff einen Ester, der mit dem obigen (XI) in allen Eigen- 
schaften iibereinstimmt. 





1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 201 (1931). 
2) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 265, 9 (1940). 
3) H. Fischer, H.Baumgartner u. R. Hess, Diese Z. 206, 203 (1932). 
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Mit 18°/,iger Salzsiure konnten bei dem Glaukobilin (XJ) 
im Bombenrohr bei 135—140° die Urethangruppen verseift 
werden, wodurch man in etwa 50°/,iger Ausbeute einen schén 
krystallisierten blauen Farbstoff erhalt (XII), dessen Eigenschaften 
auf das Hydrochlorid eines Amins schlieBen lassen. Dem Farb- 
stoff kommt die folgende Struktur zu, die auch in seinen Kigen- 
schaften ihren Ausdruck findet. 


am H,N-CH, H, C-NH, -HCl 


maw 


ail’ 7 ——(H, H,C--—CH, 
“. UU | le “ 


Pa i eo ae 
N H N 

Das Glaukobilin ist spielend in Wasser und in verdiinnten 
Sauren, sowie Alkalien léslich. Es ist hygroskopisch und halogen- 
haltig. Der Farbstoff 1l4Bt sich aus verdiinnten S&uren auch 
nicht in Spuren in Chloroform iiberfiihren, er la8t sich mit 
Natriumamalgam zum entsprechenden ,,Gen“ reduzieren, welches 
auch eine positive Ehrlichsche Reaktion zeigt. 

Schiittelt man ihn in Natronlauge mit Benzoylichlorid, so 
1aBt sich der Farbstoff nun mit verdiinnter Salzsiure vollkommen 
ausfallen. Es ist also mit Sicherheit Benzoylierung eingetreten. 
Nun wurde verestert und aus Methylalkohol zur Krystallisation 
gebracht. Dem auf diese Weise erhaltenen Kérper sollte die 
Formulierung (XIII) zukommen. 











C,H,CO-NH-CH, XII NH-CO-(©,H, 
H,C——=-CH, H, i. CH,PS===CH, H,C——(CH, 
HO! a ——C=——"—-_ J __ c= H 

On ag ZA 
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Der Analyse nach kann es sich jedoch nicht um einen Farbstoff 
dieser Konstitution handeln, da sowohl im Kohlenstoff, wie auch 
im Stickstoff Differenzen von iiber 1°/, auftreten. AuBerdem 
stimmt er im Schmelzpunkt und Krystallform nicht mit einem 
spiter auf anderem Wege erhaltenen Glaukobilin iiberein, welches 
nach Darstellung und Analyse die obige Konstitution besitzt. 
Die weitere Bearbeitung ist im Gange. 

Beim Aminhydrochlorid (XII) wurde nur die Methoxyl- 
bestimmung durchgefiihrt. Sie verlief negativ; es sind also die 
Urethangruppen abgespalten worden. Auf die Gesamtanalyse des 
Aminhydrochlorids muBte wegen der stark hygroskopischen Eigen- 
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schaften und des leicht abspaltbaren Chlorwasserstoffs verzichtet 
werden. 

Wie oben (S. 234) beschrieben, wurde das Oxymethen (IX) 
durch halbstiindiges Erhitzen der beiden Komponenten im alka- 
lischen Medium auf dem Wasserbad erhalten. Setzt man das 
Kochen mit starker Natronlauge langere Zeit am RiickfluBkihler 
fort, so erhailt man ein Oxymethen, das kein Methoxyl mehr ent- 
halt. Nach seinen Eigenschaften handelt es sich um den Kérper 


der folgenden Formulierung (XIV): 
H,C———CH,CH,NH, —T 
LJ 
H NH 


Er ist allerdings im Gegensatz zum Aminhydrochlorid des 
Glaukobilins nicht so leicht léslich in verdiinnter Siure. Der 
Farbstoff kann mit Diazomethan in Methylalkohol verestert 
werden, mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff ist die Reaktion hier 
nicht durchfiihrbar. DaB es sich wirklich um den oben formu- 
lierten Kérper handelt, zeigen seine Umsetzungen. Mit Benzoyl- 
chlorid in Alkali geschiittelt entsteht die Monobenzoylverbindung. 
Die Oxygruppe wird also ebensowenig in Mitleidenschaft ge- 
zogen wie bei der Mehrzahl der Oxymethene. Mit Methylalkohol— 
Chlorwasserstoff tritt bei ihr Veresterung am Propionsiurerest ein, 
der entstehende Ester schmilzt erst bei 235° (Schmelzpunkt des 
Hsters des freien Amins 90—115° unter Zersetzung). 

Mit Essigsiureanhydrid—Ameisensiure kann dieses Benzoyl- 
amin-oxymethen zu einem Glaukobilin kondensiert werden, dem 
die Formulierung (XIII) zukommen mu8, womit auch das Er- 
gebnis der Elementaranalyse gut iibereinstimmt. 

Die Umsetzung des Amino-oxypyrromethens (XIV) mit Essig- 
siureanhydrid und Ameisensiure fihrt zu einem Glaukobilin, 
dessen Analysendaten und EKigenschaften auf einen Kérper der 
folgenden Formulierung stimmen: 


XIV 
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H,C——CH, “Gh i SB H,C-———CH, 
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Auch der Ester wurde mit Diazomethan dargestellt. Offenbar 
ist bei der Kondensation zum Glaukobilin durch die Gegenwart 








ord ar NE NaS oe SS RS AES apie song et 


238 Hans Fischer und Hans Plieninger, 


des Essigséureanhydrids gleichzeitig Acetylierung der Amino- 
gruppe eingetreten. Auf Grund der bekannten, leicht durch Saiure 
spaltbaren Acetylaminogruppen muBte dieser Weg auch zum 
Aminhydrochlorid (XII) fiihren. 

Tatsichlich gelang die Verseifung durch kurzes Aufkochen 
mit 18°/,iger Salzsiure in sehr guter Ausbeute. Man erhilt auf 
diese Weise einen Farbstoff, der in allen Kigenschaften, be- 
sonders in der Krystallform, in der Wasserléslichkeit, vor allem 
aber auch im Debye-Scherrer-Diagramm mit dem oben be- 
schriebenen Aminhydrochlorid—Glaukobilin (XII) vollkommen 
identisch ist (vgl. Tafel). 

Da die Ausbeuten auf diesem Wege bedeutend besser sind, 


--wurde spiter nur noch der letztere Weg beschritten. Natirlich 


ist der Koérper auch aus XIV mit Ameisensiure—Bromwasser- 
stoff erhaltlich. 

Nun wurden Methylierungsversuche mit Dimethylsulfat und 
auch mit Jodmethyl vorgenommen, die aber durchwegs nicht zu 
den gewiinschten Kérpern fiihrten. Die durch Methylierung er- 
haltenen Farbstoffe gaben vor allem kein Jod—Zink-Spektrum 
mehr, was auf eine grundlegende Verainderung der Struktur zuriick- 
zufiihren sein muB. Immerhin wurde beobachtet, daB nach der 
Methylierung diese Farbstoffe immer noch spielend in Wasser 
und Sauren léslich sind, wihrend nach einer nachtriglichen Be- 
handlung mit methylalkoholischer Kalilauge in der Siedehitze die 
Substanzen durch verdiinnte Sauren leicht zu fallen sind. Auch 
konnten sie danach durch Sauren in Chloroform getrieben werden. 
Die basischen Eigenschaften sind also verloren gegangen. Die 
so erhaltenen krystallisierten Korper zeigen in saurer Lisung 
eine viel intensivere Farbe als die normalen Glaukobiline. Sie 
sind strahlend enzianblau, auBerdem zeigen sie Indicator-Kigen- 
schaften. Durch Methylierung des Aminhydrochlorids (XII) mit 
Dimethylsulfat wurden 3 Farbstoffe isoliert, die sich chromato- 
graphisch und durch ihre Léslichkeit trennen lieBen. 

Wahrscheinlich ist am Stickstoff Methylierung eingetreten, 
denn beim 2,4-Dimethyl-5-carbathoxy-3-aminopyrrol tritt bei 
der Methylierung mit Dimethylsulfat auch Methylierung am 
Stickstoff ein’). Offenbar wird die Aminoithylseitenkette den 
gleichen Einflu8 ausiiben, denn weder Biliverdin noch Glauko- 
bilin lassen sich unter den gleichen Bedingungen methylieren. 





') H. Fischer u. A. Stern, Liebigs Ann. 446, 233 (1926). 
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Im iibrigen werden diese Methylierungsprodukte noch einer ge- 
nauen Untersuchung unterzogen. | 

ZweckmaBig schien eine Ausschaltung des Imin—Wasser- 
stoffatoms durch Komplexsalzbildung. Das Zinksalz der folgenden 
Formlierung, erhalten durch Zugabe von Zink—Acetat in alka- 
lischem Medium, wurde zu den weiteren Umsetzungen verwandt. 
DaB hierbei wirklich Komplexsalzbildung erfolgt, wird durch den 


deutlichen Farbumschlag von blaugriin nach gelbgriin augen- 
scheinlich. 





H,N-CH, H, ,C-NH, 
1 
H,C= =~, — H, ns i CH, 
| 
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Tatsichlich gelang es nun durch Methylierung dieses Zink- 
salzes in Natronlauge mit Dimethylsulfat oder auch bei langerer 
Einwirkung von Jodmethyl] in methylalkoholischer Kalilauge, zu 
Kérpern zu gelangen, die die gewiinschten Kigenschaften besafBen. 

Nach der Methylierung ist die Substanz immer noch spielend 
in Wasser und Saéure léslich und konnte aus diesem Grunde 
noch nicht isoliert werden. Nach kurzem Erhitzen des Reaktions- 
gemisches mit starker methylalkoholischer und wiBriger Kali- 
lauge jedoch aAndern sich die Léslichkeitsverhaltnisse grund- 
legend. Beim Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure fallt die ge- 
samte Substanz als amorpher Niederschlag aus. Darauf wurde 
mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff verestert und nach Chromato- 
sraphie an Aluminiumoxyd aus Methylalkohol zur Krystallisation 
gebracht. Auf diese Weise erhalt man aus 600 mg Aminhydro- 
chlorid (XII) 350 mg eines Glaukobilins, das in allen EKigen- 
schaften mit dem nanon auf teilsynthetischem Wege gewonnenen 
Biliverdin XIII «') identisch ist. 


H,C-—CH,-CH, H ‘i om: CH, a ‘z CH,=CH 8 
HOW i eat —_— on bE OH 
H a 








a 


=5 


Besonders charakteristisch machen sich im Jod—Zink-Spek- 
trum die Vinylgruppen bemerkbar. Das Spektrum des Amin- 





1) H. Fischer, H. Plieninger u..0O.Weissbarth, Diese Z. 268, 197 
(1941). 
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hydrochlorids (XII) hat eine Bande bei 624 mu, das des neuen 
Kérpers bei 639—640 mu. Somit bestatigt sich wiederum das 
Gesetz der Verschiebung der Absorptionsstreifen nach Rot bei 
Vorhandensein von Vinylgruppen. Auch im Schmelzpunkt und 
Debye-Scherrer-Diagramm ist vollkommene Ubereinstimmung 
mit Biliverdin XII@ vorhanden (vgl. Tafel). 


Somit ist zum erstenmal die Totalsynthese eines Gallenfarbstoffs 
mit Vinylgruppen durchgefiihrt und der Weg fiir die Synthese des 
Bilzrubins frergelegt. 

Aus dem Biliverdin XIII @ konnte in bekannter’) Reaktion 
durch Resorcinschmelze der Vinylneoxanthosiureester (XVIII) 
erhalten werden. Er gleicht in den LEigenschaften und im 
Schmelzp. (187°) vollkommen dem ,,analytischen“ Vinylneoxantho- 
bilirubinsiureester. Auch im Mischschmelzpunkt trat keine De- 
pression ein. 





H,c——-CH H,C-—PSCH, 


XVIII | | | 
HO. /—c H 


N H NH 





DaB die Vinylgruppe vorhanden ist, zeigt auch eine Probe- 
kondensation mit Formaldehyd—Salzsiure zum Bilirubinoid, das 
im Jod—Zink-Spektrum vollkommen mit Biliverdin XIII@ iiber- 
elnstimmt. 


Somit ist auch die Totalsynthese der Vinylneoxanthosdure | 


durchgefiihrt. Aber auch auf direktem Wege wurde sie aus XIV 
erhalten. Dieses Aminoiithyl-oxypyrromethen konnte unter Ver- 
wendung seines Zinksalzes dem gleichen Methylierungsverfahren, 
verbunden mit Trimethylaminabspaltung, unterzogen werden, und 
so wurde wiederum der Vinylneoxanthosiureester in krystalli- 
siertem Zustand erhalten. Hier ist allerdings eine Reinigung mit 
Petroliither, wie sie von uns schon friiher’) beschrieben worden 
ist nétig, da amorphe braune Nebenprodukte bei der Reaktion 
entstehen. 

Dieser zweite Weg stellt auBer einer weiteren Synthese 
einen neuen Konstitutionsbeweis der Vinyl-neoxanthosiiure dar. 
Bemerkenswerterweise fiihrt nur die Anwendung des Zinksalzes 


zum Ziel. 





1) H. Fischer, H. Plieninger u. O. Weissbarth, Diese Z. 268, 
197 (1941). 
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Ein dritter Weg fiihrt ebenfalls zum Ziel. Erhitzt man das Azid der 
Oxyopsosiure mit der berechneten Menge Benzylalkohol in Toluol, so 1aBt 
sich ohne Schwierigkeiten das 4-Methyl-3-w-aminoithyl-benzylurethan-5- 
oxypyrrol isolieren. Schmelzp. 95° Benzylurethane lassen sich nun, wie 
schon friiher festgestellt') unter Abspaltung des Benzylrestes als Toluol 
zu Pyrrolaminen umwandeln. Auch hier gelangt man in glatter Reaktion 
durch Hydrierung mit Palladium in Methylalkohol zu dem 3-w-Aminoithyl- 
4-methyl-5-oxypyrrol, ein krystallisationsfihiges Amin, das sehr hygroskopisch 
ist. Der Schmelzpunkt ist etwa 40°. Dieses Amin li8t sich durch alka- 
lische Kondensation mit dem Opsopyrrolcarbonsiurealdehyd auf dem 
siedenden Wasserbad zu einem Aminoithyl-oxypyrromethen kondensieren, 
das in seiner Krystallform und dem Debye-Scherrer-Diagramm restlos 
mit XIV identisch ist. Eine weitere Bearbeitung des so leicht zuging- 
lichen K6rpers ist im Gange. 

Behandelt man das 3-w-Aminoithyl-4-methy]-5-oxypyrrol mit Dimethyl- 
sulfat in Natronlauge, spaltet dann Trimethylamin ab bei gleichzeitiger 
Kondensation mit dem Opsopyrrolcarbonséurealdehyd, so kommt man sofort 
zur Vinylneoxanthosiure, ein Verfahren, das noch weiter ausgearbeitet 
werden soll. Auch das oben beschriebene Benzylurethan ist konden- 
sationsfihig, z. B. mit Opsopyrrolcarbonséurealdehyd. Auch das entstandene 
Oxypyrromethen ist durch gute Krystallisationsfihigkeit ausgezeichnet. 


Es unterliegt wohl kaum einem Zweifel, daB durch weitere Nitrit- 
behandlung des sehr bequem zuginglichen 3-w-Aminoithyl-4-methyl-5-oxy- 
pyrrols der zugehérige Alkohol und vielleicht sogar direkt der Nitritkérper 
(Methylvinylmaleinimid) erhalten wird, der im iibrigen ja bereits aus der 
Vinylneoxanthosiure zuginglich ist”), so da angesichts der Tatsache der 
erfolgten Synthese der Vinylneoxanthosiure auch die Synthese des Nitrit- 
kérpers bereits vorliegt. Selbstverstindlich werden die angegebenen Re- 
aktionen auch auf die Iso-oxypyrrolcarbonsdure tbertragen. 


Durch die Synthese der Vinylneoxanthosiure war hiermit 
die eine Hialfte des Bilirubinmolekiils synthetisiert, und es 
handelte sich nun darum, die bisher auch auf analytischem 
Wege nicht erhaltene hierzu isomere zweite Halfte darzustellen, 
die Isovinylneoxanthosiure XVIIla, bei der die Vinylgruppe iiber 
der Oxygruppe steht. | 


PS——_CH, H,C——=-CH-CH, 
XVIIIa i ar i 
NH 








3 ee 

Hierzu muBte die Iso-oxyopsosdure (III), in der der Propion- 
siurerest iiber der Oxygruppe steht, in reinem Zustand erhalten 
werden. Aus den Mutterlaugen der Oxyopsosauredarstellung 





1) H. Fischer u. A. Waibel, Liebigs Ann. 512, 195 (1934). 
2) H. Fischer, H. Plieninger u. O. Weissbarth, Diese Z. 268, 
197 (1941). 
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wurden durch fraktionierte Krystallisation Produkte vom Schmelz- 
punkt 140—145° erhalten. Wie wir schon friher’) zeigen 
konnten, handelt es sich hier um das Isomere der Formulie- 
rung (IID), 

Um sicher zu gehen, daB dem Kérper von 140—145° tat- 
sichlich die Konstitutionsformel (IIJ) zukommt, wurden folgende 
Versuche durchgefiihrt: 

Das Oxymethen der Formulierung (XIX) ist schon friher’) 
von uns iiber ein gebromtes Pyrromethen dargestellt worden. 


H,CPS——CH, H, o—- con, 
XIX | 





| 
| 
HOW eae CH, 
x. 3: © 
In ihm liegt im linken Kern die Anordnung der Substituenten 
der ,,[so“-Oxyopsosaure vor. Es hat einen Schmelzpunkt von 


252°. Durch alkalische Kondensation der Oxyopsosiure mit dem 


H,C S 6-00 on, 
Hol Ja omcHl** lon 
ae eee ae 3 


NH NH 
2,4- Dimethyl-3-acetyl-5-formylpyrrol (XX) war ein Oxymethen 
erhalten worden, das wie folgt formuliert werden muB°), 














H,C—=Ps 4,0-—,c—2cu, 
oa 9 | 
HO. —o—l Jen, 
N H NH 


Es wurde zur besseren Identifizierung in den Methylester 
iibergefiihrt. Der Schmelzpunkt liegt bei 218°. Der Mischschmelz- 
punkt mit dem obigen Methen (XIX) ergibt eine Depression 
auf 185°. 

Durch alkalische Kondensation der Iso-oxyopsosiure mit dem 
Aldehyd (XX) muBte nun ein mit dem friiher dargestellten Oxy- 
methen (XIX) identisches Produkt entstehen. 




















CH, CH,—c=2cu, Ps——cH, 4H,C-—C<2cu, 
eel oe | + | (NaOH) | Len 
WH NH N 





1) H. Fischer, H. Reinecke u. H. Lichtenwald, Diese Z 
193 (1939). 
*) H. Fischer u. G. Fries, a. a. 0. 


*) H. Plieninger u. H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 118 (1942). 
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Tatsichlich hatte das auf diesem Wege dargestellte Produkt 
nach dem Verestern und nach einmaligem Umkrystallisieren den 
gewiinschten Schmelzpunkt von 252°, Mit dem auf andere Weise 
dargestellten Oxymethen war im Mischschmelzpunkt keine Depres- 
sion vorhanden. Mit dem Oxymethen (XXI) aus der Oxy-opsosiure 
(Schmelzp. 218°) ergab auch hier der Mischschmelzpunkt eine 
Depression auf 185°. 

Da die Kondensationen der Oxypyrrole mit dem Aldehyd (XX) 
nahezu quantitativ verlaufen, geniigen wenige Milligramm, um die 
Reinheit der ,,[so-oxyopsosdure“ zu priifen. 

Nachdem es so feststand, daB das Isomere durch die frak- 
tionierte Krystallisation rein zu erhalten war, wurden weitere 
Umsetzungen damit vorgenommen. 

Die Veresterung verlief glatt wie bei der Oxyopsosiure. Der 
einzige Unterschied zeigt sich bei der Extraktion mit Ather. Der 
Ester der Iso-oxyopsosiure (IL1) krystallisiert wihrend der Extrak- 
tion noch nicht aus. Er hat einen Schmelzpunkt von 45—48°. 

Die Umsetzung mit Hydrazin in der oben beschriebenen Weise 
gelang auch ohne weiteres. Das Hydrazid zeigt einen Schmelzpunkt 
von 162° [das isomere Hydrazid(V) 148°]. Im Mischschmelzpunkt 
Depression auf 115°, Ammoniakalische Silberlésung wird reduziert. 

Das Azid wird in der iiblichen Weise, jedoch aus ganz 
konzentrierter Liésung erhalten. Es ist recht gut wasserléslich 
und die Ausbeuten sind hier schlechter als bei dem Isomeren. 
Sie betragen nur etwa 40°/,. 

Das Urethan-oxypyrrol entsteht ganz analog in guter Aus- 
beute beim Verkochen mit Alkohol. Es schmilzt bei 115° (das 
isomere Urethan-oxypyrrol bei 80—85°). 

Da sich die Umsetzungsprodukte der ,,Isoreihe“ von denen 
der entsprechenden normalen Reihe in der Léslichkeit nicht un- 
wesentlich unterscheiden, so tritt hier bei der Aufarbeitung eine 
weitere Reinigung von etwa mitgeschleppten Teilen der isomeren 
Produkte ein. 

Die Kondensation mit Opsosiure-aldehyd zum Oxymethen 
der folgenden Formulierung geht auch hier im alkalischen Medium 
auf dem Wasserbad in guter Ausbeute vor sich. 


CH,-HN-CO00C,H, 


éH,——=CH, H,C_——PS 





XXII 














HO ——————(F | 
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re H NH 
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Mit Diazomethan verestert erhalt man einen sehr schén 
krystallisierten Farbstoff, der gegeniiber dem Isomeren bedeutend 
schwerer in Methylalkohol léslich ist und einen Schmelzpunkt 
von 227° besitzt. Im Mischschmelzpunkt mit dem Oxymethen (IX), 
Schmelzp. 208—-210°, wird eine Depression auf 190° beobachtet. 
Auch in der Krystallform ist ein deutlicher Unterschied gegen- 
iiber dem Isomeren vorhanden. 


Mit Essigsiureanhydrid und Ameisensiure kann dieses Oxy- 
methen zu einem Glaukobilin kondensiert werden, das auch von 
dem Urethanglaukobilin (XI) vollkommen verschieden ist. Es ist 
in feinen Nadelchen krystallisiert, die einen Schmelzpunkt von 
185° besitzen. 


Durch langeres Kochen des Iso-urethan-oxymethens (XXII) 
bei der alkalischen Kondensation mit starker Lauge kommt man 
auch hier zum freien Amin der Formulierung: 


H,N-CH,-CH,——CH, H, PS 
XXIII | | 
HO. +——C JH 
i NH 


Die Kondensation mit Essigsiureanhydrid und Ameisensiure 
fihrt zu einem symmetrischen Acetylaminoglaukobilin der ,,[so- 
reihe“ und die analog dem isomeren Kérper durchgefiihrte saure 
Verseifung zum Aminhydrochlorid, dem die folgende Formulierung 
zugeschrieben werden muf. 


























CH,-NH, - (HCI) | XXIV (HCl)-H,N-CH, 
wt 2 or ns 2 PS——CH, H,C——GH, 
ok ae a are i 
eo a A 
N H eS 2° Ys N 


Im Gegensatz zu dem isomeren Kérper ist hier keine Krystalli- 
sation zu erreichen. Daher wurde im Vakuum vollkommen ein- 
gedampft, mit Natronlauge alkalisch gemacht und, wie oben be- 
schrieben, tiber die Methylierung des Zinksalzes weiter gearbeitet. 
Wichtig ist zuletzt eine gute Reinigung durch Chromatographie, 
da das Aminhydrochlorid nicht krystallisiert. So erhailt man einen 
Farbstoff, dessen Jod—Zink-Spektrum mit Biliverdin XII] iden- 
tisch ist, und das einen Schmelzpunkt von 230° (Kofler) besitzt. 
Seiner Synthese nach mu8& es mit Biliverdin IILa bezeichnet 
werden, und es kommt ihm die folgende Formulierung zu: 
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CH,=-CH eT. H, | i CH,P om H, pee i 
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H NH 

















Sowie mehr Material vorliegt, soll hier die Resorcinschmelze 
durchgefiihrt werden, ob nicht auf diesem Wege die Isovinylneo- 
xanthosdure erhiltlich ist. Zunichst wurde ihre Synthese auf dem 
oben bei dem Isomeren beschriebenen Weg angegangen, stieB aber 
auf Schwierigkeiten. In der Hauptsache entstanden bei der Methy- 
lierung des Aminoathyl-iso-oxypyrromethens (XXIII) nach der 
Trimethylaminabspaltung braune Pigmente, die nicht zur Krystalli- 
sation zu bringen waren. Aus 500 mg konnten nur etwa 10 mg noch 
nicht ganz reines Produkt erhalten werden, dem die Struktur des 
Iso-vinylneoxanthosdureesters zukommen mu8. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 205°(Kofler). Vinylneoxanthosdureester schmilzt bei 195° 
(Kofler). Die Hydrierung der Vinylgruppe zur Iso-neoxanthosaure, 
die einen eindeutigen Beweis der Struktur zulieBe, lieB sich jedoch 
bei der geringen Materialmenge noch nicht durchfihren. 

Die Kondensation mit Formaldehyd—Salzsiure zeigt das Vor- 
handensein eines ¢-freien Oxymethens und das Jod—Zink-Spektrum 
des entstandenen Bilirubinoids die Anwesenheit zweier Vinylgruppen 
an. Es ist identisch mit dem von Biliverdin XIlla. 

DaB hier bei der Iso-vinyl-neoxanthosdure nur so schlechte 
Ausbeuten zu erhalten sind, steht in vélliger Ubereinstimmung 
zur Resorcinschmelze des Bilirubins, bei der auch nur die Vinyl- 
neoxanthosdure erhalten wird, wihrend die Isoform zerstért wird. 
Ks ist dies ein erneuter Hinweis darauf, daB die Stellung der 
Vinylgruppe tiber der Oxygruppe AnlaB zu Komplikationen gibt, 
Im iibrigen werden die Versuche noch weiter fortgesetzt. 

Zur Synthese des Biliverdins [Xa@, dem Dehydrierungsprodukt 
des Bilirubins, wurde nun ein neuer Weg beschritten unter Ver- 
wendung des Aminoathyl-iso-oxypyrromethens (XXIII), das zu- 
nichst mit dem Aldehyd der Vinylneoxanthosaiure kombiniert 
wurde'), Der Aldehyd wurde, wie friiher?) beschrieben, dargestellt 
und der entstandene Formyl-vinylneoxanthosiureester (X XVI) mit 
dem Aminoathyl-iso-oxypyrromethen unter Zuhilfenahme von 
Bromwasserstofi—Methylalkohol kondensiert. Hierbei muB8 ein 





) Vgl. hierzu die Glaukobilinsynthese W. Siedels, Diese Z. 287, 
15 ff. (1935). 
2) a. a. O., S. 10. 
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einheitliches Aminoglaukobilin der folgenden Formulierung ent- 
stehen: (XX VII). 






































NH, 
——=(H=CH, a PSCH, a CH, H,C ny _CH, 
H pone = 
ere Ce a i 
N H. 

XXVI can. NH, 
H,C——CH-CH, H,C-——,PSCH, H,CPS—CH, Hy; sa _CH,-CH, 
HOW ae eee Cece Jeu, OH 

» s H NH H “f XXVII 


Der entstandene Farbstoff zeigt starke Léslichkeit in ver- 
diinnter Siure, was mit dem Vorhandensein einer freien Amino- 
gruppe iibereinstimmt. Aus alkalischem Medium kann er in 
Chloroform getrieben und schlieBlich aus Methylalkohol krystalli- 
siert werden. Zur Reinigung wurde er nochmals umkrystallisiert. 
SchlieBlich wird in methylalkoholischer Natronlauge unter Zusatz 
von Wasser verseift, der Methylalkohol im Vakuum abgedampft 
und, wie oben beschrieben, das Zinksalz methyliert. Auch hier 
ist der Farbstoff nach der Methylierung spielend in Wasser und 
in Sduren ldslich, nach dem Erhitzen mit methylalkoholischer 
Kalilauge kann er mit verdiinnter Siure aus dem Reaktionsgemisch 
vollkommen ausgefallt werden. Nach der Veresterung wird sorg- 
faltig an Aluminiumoxyd (nach Brockmann standardisiert) 
chromatographiert. Aus Methylalkohol erhailt man auf diese 
Weise einen Farbstoff, der im Jod—Zink-Spektrum und Debye- 
Scherrer-Diagramm mit Biliverdin IXa@ (XXVIla) vollkommen 
iibereinstimmt. Das Debye-Scherrer-Diagramm ist allerdings 
nicht charakteristisch fiir Biliverdin]Xa@, da es mit dem von 
Biliverdin Xlil@ itibereinstimmt (vgl. Tafel). 


qH,C=-> so sa H,CPS=——CH, H,C=== 
io ais a 


XXVIla 


CH=CH, 





ee cy 


ol, han 
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Der Schmelzpunkt von Biliverdin XIiIa@ liegt bei 226—228°, 
der des ,,analytischen® 2 mal chromatographierten Biliverdins LX « 
bei 202—204° und der des ,,synthetischen“ Biliverdins [Xe bei 
206—209°. Der Mischschmelzpunkt des synthetischen mit dem 
analytischen Material ergibt keine Depression. Der synthetische 
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Farbstoff krystallisiert in etwas feineren Nadeln. Die Krystallform 
ist jedoch die gleiche. 

Eine zweite Biliverdinsynthese wurde auf folgendem Wege 
durchgefiihrt. In das Urethan-oxymethen ([X) wurde mit Blausiure— 
Chlorwasserstoff der Formylrest eingefihrt, wobei man zu einem 
Koérper folgender Formulierung kommt: 


O 





























_H,C,0-C-NH-CH, 
H.C—=—OH, 4, PS 
XXVIT | : i. 
H C me 2d 
ss a tl 
” H NH 


Dieser kondensiert in guter Ausbeute mit dem Ester des 
,1s0-urethan-oxymethens“ (XXII), der durch 3malige Umkrystalli- 
sation einwandfrei rein erhalten worden war, bei Gegenwart von 
Bromwasserstoff in Methylalkohol zu einem Glaukobilin, dem die 
nachfolgende Struktur zukommen muB. | 
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Der Farbstoff ist sehr krystallisationsfreudig und zeigt gegen- 
iiber dem symmetrischen Urethan-glaukobilin (XJ) eine véllig andere 
Krystallform, auBerdem hat er einen um 38° niedrigeren Schmelz- 
punkt von 210°. 

Die Umsetzung mit 18°/,iger Salzsiure im EinschluBrohr 
fihrt hier bei 135° zur viélligen Zerstérung der Substanz. Die 
Abspaltung der Urethangruppen gelingt aber durch 3 stiindiges 
Erhitzen mit konzentrierter (38°/,iger) Salzsiture im Rohr im 
siedenden Wasserbad. 

Das entstandene Aminhydrochlorid krystallisiert im Gegen- 
satz zum symmetrischen Kérper (XII) beim Erkalten nicht aus. 
Es wurde daher im Vakuum bis zur Trockne abgedampft. Der 
Farbstoff ist, ebenso wie das symmetrische Aminhydrochlorid, 
spielend in Wasser léslich. Er wird in Natronlauge, wie oben 
beschrieben, aufgearbeitet. Nach der Methylierung wurde eine 
Probe angesduert, wobei auch die charakteristische blaue Farbe 
auftrat und kein Niederschlag ausfiel. Beim Ans&uern nach be- 
endeter Trimethylaminabspaltung wurde der gesamte Farbstoff 
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ausgefallt. Nach der Veresterung und Chromatographie wurde 
auf diese Weise ein Farbstoff erhalten, der im Jod—Zink-Spektrum 
mit Biliverdin IX @ ibereinstimmt. Die Krystallform und GriéBe 
ist hier auch vollkommen identisch. Der Schmelzpunkt liegt bei 
199—200° (analytisches Biliverdin IX@ 202—204°), Auch. im 
Debye-Scherrer-Diagramm ist Identitit mit Biliverdin [Xa 
vorhanden (vgl. Tafel). 

Bei diesem Wege wurde die ,,Isoseite‘ vor der Kondensation 
zum Glaukobilin noch einmal sorgfaltig gereinigt, und so ist eine 
Gewahr fiir die vollkommene Reinheit dieses Biliverdins gegeben, 
insbesondere ist die Abwesenheit des Isomeren XIIIa sichergestellt. 


Es besteht somit kein Zweifel, daB auch dieses synthetische 
Biliverdin mit dem natiirlichen Biliverdin [X@ identisch ist, wo- 
mit auch das Ergebnis der Elementaranalyse gut tibereinstimmt. 


Die Riickfiihrung des Biliverdins in das Bilirubin haben wir 
bereits vor kurzer Zeit beschrieben!). Durch Reduktion mit 
Zink—Hisessig in der Kalte konnte hier aus der freien Saiure des 
Biliverdins, allerdings in miBiger Ausbeute, ein gelb-roter Kérper 
isoliert werden, der in allen Kigensciaften und Reaktionen mit 
Bilirubin identisch war. Das Jod—Zink-Spektrum zeigte einwand- 
frei, daB die Vinylgruppen noch intakt sind. Auch im Debye- 
Scherrer-Diagramm, sowie in der Kristallform war védllige 
Identitét vorhanden. Die Reduktion des Biliverdins zu Bilirubin 
gelang auch durch alkalische kalte Reduktion mit Hydrosulfit. 
Auch so konnte ein mit Bilirubin [Xq@ identisches Priparat er- 


~ halten werden. 


Somit rst durch diese Synthesen des Biliverdins LX «a= Utero- 
verdin auch die Synthese des natiirlichen Bilirubins durchgefiihrt. 


Alle beschriebenen synthetischen Biliverdine zeigen ebenso 
wie die ,,analytischen“ K6érper') nach Einwirkung von Diazo- 
essigester eine deutliche Verschiebung der Bande des Jod—Zink- 
Spektrums, was einen weiteren Beweis fir die Gegenwart der 
Vinylgruppen darstellt. 

Die Gewinnung der Urethan- und Aminoithylglaukobiline in 
gréBerem Ma8stab soll durchgefiihrt werden. Wir hoffen durch 
katalytische oder biologische Reduktion dieser oder ihrer Methy- 
lierungsprodukte K6érper der Stercobilinreihe zu erhalten. 





)) H. Fischer, H. Plieninger u. 0. Weissbarth, Diese Z. 
268, 197 (1941). 
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Versuche 


Darstellung der Oxyopsopyrrolcarbonsdure. Die Gewinnung der 
Oxyopsosiure wird unter geringer Abinderung der Vorschrift von H. Fischer 
und H. Reinecke’) durchgefiihrt. 15 g reine, zweimal extrahierte frische 
Opsosiure werden in 30 cem Pyridin gelést, 15 cem Perhydrol zugegeben, 
und auf dem Wasserbad bei 55° erwirmt. Nach etwa 3—4 Stunden werden 
weitere 15 cem Perhydrol zugegeben. Nach 7 Stunden wird das Pyridin 
im Laufe von etwa 2—3 Stunden im Vakuum méglichst stark bei der 
Wasserbadtemperatur zwischen 50—60° abgedampft. Die zihfliissige Masse 
krystallisiert schon in der Hitze. Nun wird mit etwa 15 ccm Sprit an- 
geriihrt und iiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen. Ausbeute 5—6 g 
Oxyopsosiure. Nach einmaligem Umkrystallisieren Schmelzp. 183°. 


Darstellung der Iso-oxyopsopyrrolcarbonsaure (III). Die Mutter- 
laugen von 4 Ansitzen Oxyopsosiure wurden bei 50—60° im Vakuum ein- 
geengt und nochmals mit Sprit angerieben. Nach mehrtiégigem Stehen im 
Eisschrank krystallisieren etwa 8 g Substanz, die noch hauptsichlich aus 
Oxyopsosiure besteht. Nach einmaligem Umkrystallisieren Schmelzp. 182°. 
Die Mutterlaugen hiervon werden in einer Porzellanschale 2—3 Wochen 
_ einem Luftstrom ausgesetzt. Es krystallisieren wiederum 8—9 g Substanz 
aus. Der Schmelzpunkt liegt bei 150—155°. Aus wenig Sprit umkrystallisiert 
Schmelzp. 155—160°. 

Von dieser rohen ,,Iso-oxyopsosiure’ wurden etwa 25¢ gesammelt 
und fraktioniert krystallisiert. Es wird in Alkohol gelést und durch Stehen 
im Kisschrank etwa 1—2 g krystallisierte Substanz abgeschieden. Dieser 
Proze8 wird so oft wiederholt, bis die Krystallisate einen Scumelzpunkt 
von 140—148° besitzen. Dieser Schmelzpunkt wird etwa erreicht, wenn die 
Hilfte der Substanz abgeschieden worden ist. Die eingedampfte Mutter- 
lauge enthilt etwa 10 g Iso-oxyopsosiure vom Schmelzp. 140—145° 


Oxy-opsopyrrolcarbonsauremethylester (IV). 12,5 g Oxy-opsosiure 
(Schmelzp. 183°) werden in 50 ccm Methylalkohol aufgeschlimmt und Chlor- 
wasserstoff bis zur Lésung eingeleitet. Die Substanz lést sich schon bei 
gelinder Temperatur vollkommen. Nach kurzem Erhitzen wird der gréBte 
Teil im Vakuum abgedampft. Dann wird mit einem Uberschu8 wasser- 
freier Soda versetzt und der Methylalkohol im Vakuum vollstindig bis zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand wird fein zerrieben und mit absolutem 
Ather extrahiert. Schon wihrend der Extraktion scheidet sich der Ester in 
prachtvoll krystallisierter Form aus. Ausbeute 11 g. Schmeizp. 85--87°. 


4,078 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 8,850 mg CO,, 2,370 mg H,O. — 
4,249 mg Subst.: 0,295 cem N, (26°, 720 mm). — 4,485 mg Subst.: 1,32 eem 
n/50-KSCN. 

C,H,,NO, (183,19) Ber. C 59,01 H 7,15 OCH, 16,92 

Gef. ,, 59,19 », 6,50 » sae. 


Umsetzung des Oxy-opsopyrrolcarbonsaureesters mit Hydrazin- 
hydrat (V). 11 ¢ des Esters werden in etwa 50 ccm Methylalkohol gelést 
und mit 8 ecem Hydrazinhydrad */, Stunde auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Dann wird auf dem Wasserbad im Vakuum vollkommen eingedampft. 





1) Diese Z. 257, 193 (1939). 
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Das zuriickbleibende Ol krystallisiert nach kurzer Zeit vollkommen. Es wird 
in wenig Sprit in der Hitze gelést und mit Ather bis zur Triibung versetzt, 
Krystallisation erfolgt bald. Ausbeute 9,5 g. Schmelzp. 148°. 


4,078 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 7,829 mg CO,, 2,454 mg H,O. — 
3,070 mg Subst.: 0,644 eem N, (23°, 733 mm). 


C.H,,N,0, (183,40) Ber. C5240 H7,10 N 23,0 
Gef ,, 5235 - 6,73  , 28,88. 


Der K6rper reduziert ammoniakalische Silberlésung in der Kite. 


4-Methyl-3-propionsaureazid-5-oxypyrrol (VI). 9,5 g des Hydrazids 
werden in 30 cem Wasser gelést und mit 30 cem 2 n-Salzsiure versetzt. 
Dann wird auf —5° abgekiihlt und so lange tropfenweise eine konzentrierte 
Natriumnitritlisung zugegeben, bis Jodkalistirkepapier auf die Dauer ge- 
bliut wird. Beim Reiben krystallisiert das Azid in farblosen Nadeln aus. 
Ausbeute 8g. Es verpufft in der Flamme. 


4-Methyl-3-o aminoathyl-athylurethan-5-oxypyrrol (VII). 5,5 g 
Azid werden in 100 cem absolutem Athylalkohol unter Stickstoffentwicklung 
gelist und auf dem Wasserbad bis auf etwa 15 ccm eingedampft. Der 
Rest Alkohol wird im Vakuum verdampft und das Urethan mit absolutem 
Ather in krystallisierter Form gefillt. Man erhilt so ein rein weiBes Pro- 
dukt, das spielend in Alkohol und Wasser, aber schwer in Ather léslich ist. 
Zur Analyse wurde mit Ather extrahiert. Schmelzp. 80—85°. 


3,846 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 8,080 mg CO,, 2,508 mg H,O. — 
2,793 mg Subst.: 0,323 cem N, (20°, 728 mm). — 4,409 mg Subst.: 1,09 cem 
n/50-KSCN. 


C,,H,sN.0; (212,23) Ber. C 56,59 H7,60 N 13,20 OC,H, 21,20 
Gef.. 5750 =. 730 =, :13,81 » ~«—«22,27. 


Kondensation des Urethan-oxypyrrols (VIII) mit Opsoséure-aldehyd 
zur 5-Oxy-4,3’- dimethyl -3-«-aminoathyl -athylurethan - pyrromethen- 
4-propionsaure (IX). 1,7 g Urethan werden mit 1,5 g Aldehyd in 50 cem 
4 n-Natronlauge gelést und etwa 10 ccm Methanol dazugegeben. Nun wird 
auf dem Wasserbad '/, Stunde erhitzt, wobei tiefe Gelbfirbung eintritt. 
Beim Abkiihlen kommt das Natriumsalz manchmal in schén krystallisierter 
Form heraus. Unter Kiihlung wird jetzt mit verdiinnter Salzsiure ange- 
siiuert, bis alles Oxymethen ausgefallen ist. Es wird abfiltriert und iiber 
Atzkali im Exsiceator getrocknet. Ausbeute 1,95 g. Das Oxymethen wird 
wie iiblich mit Diazomethan verestert und wegen der besseren Lislichkeits- 
eigenschaften als Methylester zur Analyse gebracht. Schmelzp. 205°. 


3,780 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 8,582 mg CO,, 2,215 mg H,O. — 
3,161 mg Subst.: 0,301 cem N, (22°, 728 mm). — 4,033 mg Subst.: 1,06 eem 
n/50-KSCN. 


Cy >H2,N;0; (389,41) Ber. C 61,68 H 6,98 N 10,50 OCH, 15,92 
ee. ,, Ciee , Bk, TAGS ._ =a 


Kondensation des vorigen Kérpers mit Formaldehyd-Salzsaure 
zum 1’8’ -Dioxy -1,3,6,8-tetramethy]l -2,7-o-aminoathyl-athylurethan- 
(2’o7’y)-bilidien-4,5-dipropionsaure-methylester (X). 500 mg des Urethan- 
oxymethens werden in Methylalkohol aufgeschlimmt und etwa 1 cem 




















Synthese des Biliverdins (Uteroverdins) und Bilirubins usw. 25] 


Formaliniésung zugegeben. Nun wird mit methylalkoholischer Chlorwasser- 
stoffsiure versetzt und so lange ('/, Stunde) stehen gelassen, bis vollstindige 
Kondensation eingetreten ist. Es wird mit Chloroform verdiinnt und mit 
Wasser und Sodalésung ausgeschiittelt, Nach dem Ejinengen wird das 
Chloroform durch Methylalkohol in der Siedehitze verdringt und das 
Bilirubinoid fallt als feiner, krystalliner Niederschlag aus. Zur Analyse 


wurde mit Chloroform extrahiert und aus Methylalkohol zur Kyrstallisation 
gebracht. Schmelzp. 250°. 


3,614 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 8,244 mg CO,, 2,268 mg H,O. — 
3,969 mg Subst.: 0,373 eem N, (25°, 724 mm). — 4,385 mg Subst.: 1,17 ecm 
n/50-KSCN. 4,194 mg Subst.: 6,30 cem n/50-Thiosulfat. 


Ber. C 62,20 H 6,89 N 10,62 OCH, 15,70 O 20,28 
Gef. ,, 62,21 + (ee »5 10,25 +. ae », 20,064). 


Dehydrierung obigen Bilirubinoids (X) zum Glaukobilin (XI) mit 
Chinon-Eisessig. 400 mg des Bilirubinoids werden in Eisessig gelést und 
mit etwa 500 mg Chinon auf dem Wasserbad erhitzt, bis vollstindige Griin- 
blau-Firbung eingetreten ist. Das Ende der Reaktion wird nach etwa 
1/, Stunde erreicht. Nach dem EingieBen in Chloroform wird mit Wasser 
und schlieBlich mit Sodalésung ausgeschiittelt. Es wird trocken filtriert, 
eingeengt und das Glaukobilin schlieBlich aus Methylaikohol zur Krystalli- 
sation gebracht. Ausbeute etwa 200 mg. Zur Analyse wurde mit Chloroform 
extrahiert, mit Methylalkohol erhalt man nach dem Abkiihlen charakteristische 
rautenférmige Krystalle vom Schmelzp. 248°. 


3,904 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 8,876 mg CO,, 2,182 mg H,O. — 
3,854 mg Subst.: 0,359 cem N, (21°, 730 mm). — 4,137 mg Subst.: 0,976 eem 
n/50-KSON. : 
C,,H,,N,0,, (788,83) Ber. C 62,42 H6,64 N 10,5 OCH, 15,72 

Gef, 62,01 , 625 . , 9,87 ee. 


Darstellung b). 300 mg des Urethan-oxymethens ([X) werden in 10 ecm 
Essigsiureanhydrid und 50 ccm Ameisensiure gelést. Nachdem bis zur 
Blaugriinfiirbung auf dem Wasserbad erhitzt worden ist (etwa 3 Minuten), 
wird alles Lésungsmittel auf dem Wasserbad eingedampft. Der zuriick- 
bleibende amorphe Farbstoff wird in wenig Methylalkohol gelést. Nach 
lingerem Stehen krystallisiert die freie Siure des Urethan—Glaukobilins in 
derben Prismen mit kupfernem Oberflichenglanz aus. Es wird mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff verestert und wie tiblich aufgearbeitet. Man erhilt 
die charakteristischen rautenférmigen Krystalle, die im Schmelzpunkt und 
Mischsehmelzpunkt mit den obigen vollkommen identisch sind. 


Spaltung des Glaukobilin-urethans (XI) mit 18°/,iger Salzsaure 
im EinschluGrohr. 100 mg des Glaukobilins werden im Bombenrobr in 
5 eem 18°/,iger Salzsiiure gelést und 2 Stunden auf 135—140° erwirmt. 
Beim Abkiihlen krystallisiert ein blauer Farbstoff mit kupfernem Ober- 
flichenglanz aus. Er wird abfiltriert und getrocknet. Kein Schmelzpunkt. 





1) Fiir die Durchfiihrung dieser und der nachfolgenden Sauerstoff- 
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Der Farbstoff (XII) list sich spielend in Wasser und in Laugen, In kon- 
zentrierter Sdure ist er unldslich. Aus Wasser oder verdiinnten Siauren 
kann er nicht in Chloroform geschiittelt werden. Die Substanz enthilt 
kein Methoxyl. 


Benzoylierung des Aminhydrochlorids (XII). 500mg des Amin- 
hydrochlorids werden in verdiinnter Natronlauge (etwa 2n) gelést und mit 
einem Uberschu8 an Benzoylchlorid 20 Minuten geschiittelt. Jetzt wird 
mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, wobei der Farbstoff vollkommen in 
fein krystallisierter Form zur Abscheidung gelangt. Er wird getrocknet 
und aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. SchlieBlich wird er mit 
methylalkoholischer Salzsiure verestert und nach dem Ausschiitteln der 
Chloroformlésung mit Soda und Wasser aus Methylalkohol krystallisiert. So 
erhalt man ein Glaukobilin in feinen, verfilzten Nadeln. Schmelzp. 145°. 


4,810 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 11,906 mg CO,, 2,489 mg H,O. — 
3,567 mg Subst.: 0,289 ecm N, (15°, 720 mm). 


Berechnet auf einen 1’, 8’-Dioxy-1, 3, 6, 8-tetramethyl-2, 7-benzoyl-w-amino- 
ithyl-bilitrien-4,5-dipropionsiuremethylester (XIITa). 


C,oHsoN,O, (852,50) Ber. C6897 H615 N 9,85 
af Ce... 68. Se. 


5’- Oxy - 4’,3-dimethyl-3’- @-aminoathyl- pyrromethen -4-propion- 
saure (XIV). 1,7 g Urethan-oxypyrrol (VII) werden mit 1,5 g Opsosiiure- 
aldehyd in 50 ecm 4n-Natronlauge aufgeschlimmt und etwa 5 eem 
Methylalkohol dazugegeben. Nun wird auf dem Drahtnetz 2 Stunden am 
Riickflu8 erhitzt und schlieBlich bis auf etwa 20 cem konzentriert. Nach 
dem Abkiihlen wird unter Zusatz von etwas Natriumacetat mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefiallt. (Uberschu8 an Salzsiure vermeiden.) Es wird filtriert 
und tiber Atzkali getrocknet. Schmelzp. 230—240°% Die Substanz ist sehr 
schwer léslich in Ather, Chloroform, Aceton und Methylalkohol. Sie 1aBt 
sich nicht ohne Veriénderung umkrystallisieren. 


Veresterung des Oxymethen-amins (XIV) mit Diazomethan. 1 ¢ 
des Amins wird in Chloroform und Methylalkohol aufgeschlimmt und 
mit einem Uberschu8 atherischer. destillierter Diazomethanliésung versetzt. 
Nachdem alles Methen in Lésung gegangen ist, wird abfiltriert und ein- 
geengt. Der Ester des Amins krystallisiert in feinen Nadeln aus wenig 
Methylalkohol. Er ist ziemlich gut léslich in Methylalkohol und Chloroform, 
schwer in Ather. Zur Analyse wurde aus Methylalkohol krystallisiert. 
Schmelzpunkt unscharf 90—120° unter Zersetzung. 


3,954 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 9,162 mg CO,, 2,528 mg H,O. — 
4,237 mg Subst.: 0,465 cem N, (24°, 727 mm). — 3,261 mg Subst.: 0,45 ecm 
n/50-KSCN. 


C,,H23N,0, (317,3) Ber. C 64,35 H 7,32 N 1325 OCH, 9,75 
Gef. ,, 63,10 ,, 7,42 ,, 12,07 ‘ee 


5’-Oxy-4’,3-dimethyl-3’-benzoy]-«-aminoathyl-pyrromethen-4-pro- 
pionsauremethylester. 500g des Amins (XIV) werden in n/10-Natron- 
lauge gelést und nach Zugabe von mehr Natronlauge mit Benzoylchlorid 
etwa */, Stunde geschiittelt. Es wird angesiuert und der ausgefallene 
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Niederschlag abfiltriert. Mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff kann noch 
feucht verestert werden. Nach dem Ausschiitteln mit Wasser wird aus 
Methylalkohol krystallisiert. Schmelzp.235°. Ausbeute 170 mg reine Substanz. 


3,827 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 9,558 mg CO,, 2,390 mg H,O. — 
3,190 mg Subst.; 0,303 cem N, (25°, 720 mm). — 4,970 mg Subst.: 0,646 cem 
n/50-KSCN. : 


C.,H,N,O, (421,40) Ber. © 68,00 H6,40 N 10,00 OCH, 7,40 
Gef. ,, 68,11 ,, 6,99  ,, 10,35 » 8,06. 


Kondensation des Benzoylamino-oxymethens mit Essigsdure- 
anhydrid-Ameisensaure zum 1’, 8’-Dioxy-l, 3, 6, 8-tetramethyl-2, 7-di- 
benzoyl-w-athylaminobilitrien-4,5-dipropionsauremethylester. 100 mg 
des Esters (XIV) werden in etwa 10 ccm Essigsiureanhydrid und 10 ecm 
Ameisensiure so lange auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, bis voll- 
stindige Griin-blaufirbung eingetreten ist. Nun wird im Vakuum zur 
Trockene verdampft, mit Chloroform aufgenommen, mit Wasser- und Soda- 
lésung gewaschen und schlieBlich aus Methylalkohol zur Krystallisation 
gebracht. Schmelzp. 195—220°. 


3,823 mg Subst. (bei 60°i.V. getr.): 9,650 mg CO,, 2,242 mg H,O. — 
4,002 mg Subst.: 0,389 cem N, (22°, 716 mm). — 4,094 mg Subst.: 0,596 ecm 
n/50-KSCN. 3 


C,,H,sN,O, (852,5) Ber. C6897 H615 N 9,85 OCH, 7,16 
Gef. ,, 6883 ,, 656  ,, 10,60 ~ SOS 


Kondensation des ,Amin-oxymethens“ (XIV) mit Essigsaure- 
anhydrid und Ameisensaure, zur 1’,8’-Dioxy-1,3,6,8-tetramethyl]-2,7-diacetyl- 
w-aminoithyl]-bilitrien-4, 5-dipropionsiure (XV). 1 g der freien Siure des 
Oxymethens wird in einem 300-cem-Kolben mit 30 cem 100°/,iger Ameisen- 
siure und 10 cem Essigsiureanhydrid versetzt und auf dem Wasserbad zum 
Sieden erhitzt. Die Farbe schligt bald nach Griin-blau um. Sowie voller 
Farbumschlag erreicht ist, wird das Lésungsmittel im Vakuum schnell ab- 
gedampft. Lingeres Kochen fihrt zu Zerstérung der Substanz. Die erstarrte 
Masse wird in der Kilte mit Methylalkohol angerieben, wobei das Glauko- 
bilin fein-krystallin zur Abscheidung gelangt. Das so erhaltene rohe Glauko- 
bilin ist fiir die weiteren Umsetzungen geeignet. Zur Analyse wurde mit 
Methylalkohol und Chloroform extrahiert, es lésen sich aber nur geringe 
Teile des Farbstoffs. Die Substanz ist schwer léslich in Methylalkohol, 
Chloroform, Ather, Aceton und Wasser, sie list sich in Alkalien, aus denen 
sie mit Siuren wieder ausfillbar ist. Ausbeute 900 mg. 


3,784 mg Subst. (bei 70°i.V. getr.): 8,540 mg CO,, 1,850 mg H,O. — 
2,036 mg Subst.: 0,228 com N, (20°, 716 mm). — 2,920 mg Subst.: 4,14 eem 
n/50-Thiosulfat. 


C,,H,,.N,0, (700,70) Ber. C6340 H634 N12,00 O 1830 
Gef, ,, 6300 ., 660° ,, 1390 °°, 4890. 


Veresterung obigen Glaukobilins. 100 mg des Farbstoffs werden 
mit Diazomethan in Chloroform verestert. Aus Methylalkohol krystallisiert 
der Ester in feinen Nadeln vom Schmelzp. 220°. Leicht léslich in Chloro- 
form, mittelschwer in Methylalkohol und schwer in Ather. 
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4,051 mg Subst.: 0,421 ecm N, (22°, 710 mm). — 3,960 mg Subst.: 
0,51 eem n/50-KSCN. 


Cy5HygN,O, (728,9) Ber. N 11,55 OCH, 8,50 
ks. “bese wee. 2: 


Umsetzung des Acetylaminoglaukobilins (XV) mit 18°), iger 
Salzsdure. 1g des Farbstoffs wird im Kélbchen mit 50 cem 18°%/,iger 
Salzsiiure versetzt. Beim leichten Erwirmen tritt vollstindige Lésung ein. 
Es wird etwa 3—4 Minuten zum Sieden erhitzt, wobei Krystallisation ein- 
setzt. Beim Abkiihlen krystallisieren 900 mg des Aminhydrochlorids aus. 
Kein Methoxyl, kein Schmelzpunkt. Das Debye-Scherrer-Diagramm zeigt 
Identitit mit dem Aminhydrochlorid (XII) aus dem ,,Urethanglaukobilin“ (XD. 


Methylierung des Aminhydrochlorids (XII) mit Dimethylsulfat 
und Abspaltung des Trimethylamins. 300 mg Aminhydrochlorid werden 
in wenig n/10-Natronlauge gelést. Nun wird mit 50 ccm Wasser verdiinnt 
und etwa 2 g Zinkacetat zugegeben. Bei Zugabe von etwa 50 ccm 20°/,iger 
Natronlauge lést sich der entstandene Niederschlag wieder vollig und die 
Farbe schligt nach Olivgriin um. Jetzt werden 5 cem Dimethylsulfat zu- 
gegeben und etwa 1/, Stunde geschiittelt, womit alles Dimethylsulfat ver- 
braucht ist. 


Ohne Isolierung des Trimethylammoniumsalzes werden etwa 50 cem kon- 
zentrierte methylalkoholische Kalilauge zugegeben und ungefihr +/, Stunde 
auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt, bis der Methylalkohol abdestilliert 
ist. Eine Probe mu jetzt beim Anséuern einen griinen Niederschlag aus- 
scheiden. Die Mutterlauge der Probe darf nur noch schwach gefirbt sein, 


Jetzt wird mit verdiinnter Salzsiure angesiuert und der ausgefallene 
Niederschlag abfiltriert. Dieser kann noch feucht mit Methylalkohol-Chlor- 
wasserstoff verestert werden; und schlieflich wird nach Ausschiitteln der 
Chloroformlésung mit Soda das Biliverdin XIIIa (XVII) aus Methylalkohol 
krystallisiert. Schmelzp. 240° (Kofler). Ausbeute 50°/). — 


Methylierung des Aminhydrochlorids (XII) mit Jodmethyl und 
Abspaltung des Trimethylamins. 100 mg Aminhydrochlorid werden mit 
wasserfreier methylalkoholischer Kalilauge unter Zusatz von Zinkacetat mit 
2 g Methyljodid 1 Tag stehen gelassen. Darauf wird, wie im vorigen Ver- 
such beschrieben, aufgearbeitet. Schmelzp. 240° (Kofler). 


Die beiden Biliverdine wurden vereinigt und an Aluminiumoxyd mit 
Chloroform—Aceton unter Zusatz von wenig Methylalkohol chromatographiert. 
Schmelzp. 245° (Kofler). Im Debye-Scherrer-Diagramm ist Identitit mit 
,analytischem“ Biliverdinester-XIII@ vorhanden. 


3,694 mg Subst. (bei 70°i.V. getr.): 9,358 mg CO,, 2,170 mg H,O. — 
3,133 mg Subst.: 0,258 cem N, (23°, 710 mm). — 5,121 mg Subst.: 0,976 ecm 
n/50-KSCN. 


C,,;HsgN,0, (610,30) Ber. C 68,81 H 6,28 N 9,17 OCH, 10,16 
Gef. ,, 69,15 » 6,57 », 8,87 oot. e 


Jod-Zink-Spektrum: 639 mu. 
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Resorcinschmelze des ,,synthetischen“ Biliverdin- XIII «-di- 
methylesters. Die Schmelze wurde wie friiher’) beschrieben durch- 
gefiihrt. Es resultiert in 50°/,iger Ausbeute der Vinyl-neoxanthosiure- 
methylester (XVIII) vom Schmelzp. 187°. Mischschmelzpunkt mit analytischem 
Ester (185°) 185°. 


4,004 mg Subst. (bei 70°i.V. getr.): 9,960 mg CO,, 2,340 mg H,O. — 
3,331 mg Subst.: 0,292 eem N, (23°, 712 mm). — 4,320 mg Subst.: 0,836 cem 
n/50-KSCN. 


C,,H,,N,0, (3001) ‘Ber. C 67,93 H6,76 N9,32 OCH, 10,32 
Ge. tise, ha OM? . ae. 


Vinyl-neoxanthobilirubinsdéureester (XVIII) aus der 5’-Oxy- 
4’, 3 - dimethyl - 3’- Athylamino - pyrromethen -4-propionsdure (XIV). 
500 mg des Amins werden in 10 ecm n/10-Natronlauge gelést und mit 
waBriger Zinkacetatlésung versetzt. Der ausgefallene Niederschlag wird in 
etwa 40 cem 2 n-Natronlauge gelést. Nach Zugabe von 3 ecm Dimethyl- 
sulfat wird 1/, Stunde geschiittelt. SchlieBlich wird mit einigen Kubikzenti- 
metern konzentriertem Ammoniak zur Zerstérung des Dimethylsulfats ver- 
setzt. Beim Erhitzen mit Methylalkohol und nach Zugabe von etwa 10 ¢ 
festem Atzkali tritt auf dem siedenden Wasserbad im Laufe etwa */, Stunde 
Trimethylaminabspaltung ein. Man erkennt die vollstindige Umsetzung 
daran, daB beim Ansiuern eine Probe vollkommen ausflockt. Es wird nach 
dem Abkihlen mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert und abfiltriert. Der 
Niederschlag kann noch feucht mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff verestert 
werden. Hierbei darf keine Erhitzung eintreten. Es wird in Chloroform 
gegossen, mit Wasser und Sodalésung ausgeschiittelt. Das Chloroform wird 
getrocknet und auf etwa 20 ccm eingeengt. Nun wird mit 200 ccm Petrol- 
iither versetzt, wobei ein brauner Niederschlag ausfallt. Aus den Mutter- 
Jaugen kann nach Verdriingen des Petrolithers durch Methylalkohol der 
Viny]-neoxanthosiureester in sch6n krystallisierter Form abgeschieden werden. 
Schmelzp. 185°, Mischschmelzpunkt mit ,,analytischem“ Ester 185°. 


Kondensation von Iso-oxyopsosdure mit 2,4-Dimethyl-3-acetyl- 
5-formylpyrrol zur 5-Oxy-3’,3,5’-trimethyl-4’-acetyl-pyrromethen- 
3-propionsaure und Veresterung (XIX). Die Kondensation und Ver- 
esterung wurde, wie bei IX beschrieben, durchgefiihrt. Das Oxymethen 
ist nach einmaligem Umkrystallisieren mit dem schon auf anderem Wege 
dargestellten”) vollkommen identisch. Schmelzp. 250°. Mischschmelzpunkt 
mit dem Friesschen Oxymethenester (253°) 251°. 


Iso -oxyopsosauremethylester (8 -Methyl-4-propionsauremethyl- 
ester-5-oxypyrrol). 7,5 ¢g Iso-oxyopsosiure (III) (Schmelzp. 140—145°% 
werden in etwa 100cem Methylalkohol aufgeschlimmt und bis zur Lésung 
trockner Chlorwasserstoff eingeleitet. Auf dem siedenden Wasserbad wird 
etwa die Hilfte des Methylalkohols im Vakuum abgedampft und es wird 
mit einem Uberschu8 Soda neutralisiert. Nun wird im Vakuum auf dem 
Wasserbad das Lisungsmittel vollkommen abgedampft. Der Riickstand wird 
mit absolutem Ather vollstindig extrahiert, was etwa in 3 Stunden beendet 





1) a. a. O., S. 10. 
*) H. Fischer u. O. Fries, Diese Z. 231, 235 (1935). 
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ist. Nach dem Abdampfen des Athers hinterbleibt ein Ol, das iiber Nacht 
vollstindig erstarrt. Schmelzp. 45° (unscharf). Ausbeute 7,5 g. 


Iso -oxyopsosdurehydrazid (8- Methyl -4-propionsaurehydrazid- 
5-oxypyrrol). Der Ester wird in etwa 50 cem Methylalkohol gelést, mit 
4 g Hydrazinhydrat versetzt, und 15 Minuten auf dem Wasserbad am Riick- 
fluB zum Sieden erhitzt. SchlieBlich wird der Alkohol abgedampft und 
zuletzt im Vakuum vollstindig eingetrocknet. Das zuriickbleibende Ol erstarrt 
vollkommen. Es wird in Alkohol gelést und in der Hitze mit so viel Ather 
versetzt, bis Triibung auftritt. Beim Abkiihlen scheidet sich das Hydrazid 
in schén krystallisiertem weiBen Zustand ab. Schmelzp. 162°. Ausbeute 5 g. 
Mischschmelzpunkt mit dem normalen isomeren Hydrazid (V) 115—120°. 
Ammoniakalische Silberlésung wird in der Kiilte reduziert. Aus der Mutter- 
lauge kann noch weiteres Hydrazid mit dem Schmelzp. 115° gewonnen 
werden, das jedoch zu den weiteren Reaktionen nicht mit verwandt wird. 


4,120 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 7,900 mg CO,, 2,580 mg H,O. — 
3,087 mg Subst.: 0,589 eem N, (10°, 720 mm). 


C,H,,N,O, (183,40) Ber. C5240 H710 N 22,90 
Gef, ,, 5290, 7.01. « 33,80. 


Iso-oxyopsosaureazid (3-Methyl-4-propionsaureazid-5-oxypyrrol). 
7 g Hydrazid werden in 10 ccm Wasser aufgeschlimmt. Nach Zugabe von 
15 cem 2n-Salzsiure tritt vollkommene Lésung ein. Es wird bei — 5° 
so lange konzentrierte Natriumnitritlésung zugegeben, bis Jodkalistirkepapier 
gebliut wird. Beim Reiben tritt Krystallisation eines Niederschlags ein. 
Er wird abfiltriert und itber Nacht im Vakuum getrocknet. Das Azid wird 
in maBiger Ausbeute von 3 g erhalten. Es verpufit in der Flamme. 


3-Methyl-4-athylamino-dthylurethan-5-oxypyrrol. Die Umsetzung 
wird, wie beim Isomeren beschrieben, durchgefiihrt. Das Urethanoxy- 
pyrrol ist gegeniiber dem Isomeren etwas leichter zu krystallisieren und 


hat einen Schmelzpunkt. von 115°. Es ist spielend in Wasser und Alkohol 
léslich. 3 


5’- Oxy -3’,3- dimethyl - 4’-athylamino -athylurethan - pyrromethen- 
4-propionsaure (XXII). Die alkalische Kondensation mit Opsosiurealdehyd 
auf dem Wasserbad wird, wie beim Isomeren beschrieben, durchgefiihrt. 
Das Oxymethen wird in einer Ausbeute von etwa 60°/, erhalten. 


5’- Oxy-3’,3-dimethyl-4’-athylamino-athylurethan - pyrromethen- 
4-propionsduremethylester. Das obige Oxymethen wird mit Diazo- 
methan in Methylalkohol uud Chloroform verestert und nach dem Aus- 
schiitteln mit Sodalésung aus Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. 
Schmelzp. 227°. Mit dem isomeren Urethan-oxypyrromethen (IX) Schmelz- 
punkt 208—210°, Depression auf 195°. 


Die Substanz nimmt die ersten Minuten auf der Waage zu und wird 
dann konstant. 


4,146 mg Subst. (70° i. V. getr.): 9,280 mg CO, 2,644 mg H,O (30 ¢ 
Zunahme). — 3,885 mg Subst.: 0,366 cem N, (20°, 724 mm). — 3,012 mg 
Subst.: 0,826 ecem n/50-KSCN. 


C.,.Ho;N,O; (389,41) Ber. C 61,68 H6,98 N 10,80 OCH, 15,92 
Gef. ,, 61,49 ,, 718 ,, 10,46 » 17,01. 
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Kondensation des _,,Iso“-urethanoxymethens (XXII) mit Essig- 
siureanhydrid-Ameisensdiure zum 1’,8’- Dioxy-2,3,6,7 -tetramethyl- 
1,8-w-aminoathyl-athylurethan - bilitrien -4,5-dipropionsdiuremethyl- 
ester. 500mg des Methens werden in etwa 30cem Essigsiureanhydrid 
und 20 cem Ameisensiure aufgeschlimmt und bis zur vollstiéndigen Griin- 
blaufiirbung auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Nun wird im Vakuum 
alles Lésungsmittel zur Trockne abgedampft und mit Methylalkohol— 
Chlorwasserstoff verestert. Nach der iiblichen Aufarbeitung erhilt man 
ein Glaukobilin vom Schmelzp. 185°. Es ist in feinen Nadeln krystallisiert 
und zeichnet sich durch Schwerléslichkeit in Methylalkohol aus. 


4,778 mg Subst. (bei 70°i. V. getr.): 10,833 mg CO,, 2,986 mg H,O. — 
3,803 mg Subst.: 0,359 cem N, (20° 723 mm). — 3,201 mg Subst.: 0,863 ecm 
n/50-KSCN. 

C,,H;.N,0,, (788,83) Ber. C 62,42 H 6,64 N 10,65 OCH; 15,72 
Gef. ,, 61,85 ° ,, 6,99 ,, 10,46 «aes 


Iso-oxymethenamin (5’-Oxy-3’,3-dimethyl-4’- »-aminoathyl-pyrro- 
methen-4-proplonsdure) (XXIII). Die Kondensation mit Opsosiurealdehyd 
und die alkalische Abspaltung der Urethangruppe wird, wie beim Isomeren 
beschrieben, durchgefiihrt. Man erhilt in guter Ausbeute zu 60°/, das Amin. 


Kondensation des ,,Iso-amino-oxymethens“ (XXIII) mit Essig- 
saureanhydrid und Ameisensdiure zur 1’,8’-Dioxy-2,3,6,7-tetrame- 
thyl-1,8-acetyl-aminoathyl -bilitrien-4,5-propionsaure. 500mg des 
Amins werden, wie beim Isomeren beschrieben, mit Essigsiureanhydrid 
und Ameisensiiure kondensiert. Man erhidlt auf diese Weise 300 mg des 
Glaukobilins als blaues Pulver; das auBerordentlich schwer in Chloroform 
und Methylalkohol léslich ist. Wegen Materialmangel wurde keine Analysen- 
substanz dargestellt. 


Umsetzung des_,,Iso-acetylamino-glaukobilins‘ mit 18 °/,iger 
Salzsfure. 300mg des Glaukobilins werden mit 15 ccm 18°/,iger Salz- 
siure 3 Minuten zum Sieden erhitzt. Beim Abkiihlen krystallisiert das 
Glaukobilin (XXIV) nicht aus. Es wird deshalb im Vakuum vidllig ein- 
gedampft und das rohe Aminhydrochlorid-glaukobilin zur weiteren Um- 
setzung verwendet. Jod-Zinkspektrum: 625 mu. 


Biliverdin IIa (XXV). Das rohe Aminhydrochlorid wird, wie beim 
Biliverdin XIIIo beschrieben, aufgearbeitet. Beim Chromatographieren 
bleibt eine gréBere Schmutzschicht zuriick, von der sauber abgetrennt 
werden mu8. Vor dem Biliverdin IIe, das mit blaugriiner Farbe durch- 
liuft, wurden Spuren eines roten Farbstoffs und danach ein blauer Ring 
beobachtet, der ein etwas gegen Blau verschobenes Jod—Zink-Spektrum 
zeigte. Von beiden Farbstoffen mu8 gut abgetrennt werden. Zur Analyse 
wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert und nochmals extrahiert. Schmelz- 
punkt 230° (Kofler). Die Substanz zersetzt sich beim Schmelzen und 
schmilzt nicht vollkommen bis 300°. Jod-Zink-Spektrum: 639 mu. 


3,703 mg Subst.: (bei 70° i. Hochv. getr.): 9,270 mg CO,, 1,980 mg 
H,O. — 3,616 mg Subst.: 0,305 ecm N, (25°, 723 mm); 


C,;H,,0,N, (610,30) Ber. C 6881 H6,28 N 9,17 
Gef. ,, 68,28 ,, 5,98 ,, 9,19. 
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,1so-vinylneoxanthosdureester“. 500 mg des _,,Iso-oxymethamins“ 
(XXIII) werden, wie beim Isomeren beschrieben, methyliert und auf- 
vearbeitet. Nach der Veresterung zeigen sich bei der Petrolitherfillung 
noch bedeutend mehr braune Nebenprodukte als bei dem Isomeren. Die 
Chloroformlésung mu8 hier ganz stark eingeengt und dann mit viel 
Petrolither versetzt werden, damit tiberhaupt krystallisierte Substanz er- 
halten wird. Aus dem Filtrat der ersten Fallung wurden etwa 10 mg eines 
schén krystallisierten gelben Farbstoffs erhalten. Die braunen Fillungen 
wurden in Chloroform gelést und an Aluminiumoxyd chromatographiert. 
Auf diese Weise wurde als vorlaufende Schicht nochmals eine geringe 
Menge des gelben Farbstoffs erhalten. Beide Anteile wurden vereinigt und 
umkrystallisiert. Das Produkt hat einen Sehmelzpunkt von 201° (Kofler). 
(Vinylneoxanthosiureester 192°). Es ist jedoch nicht ganz rein. Die Kon- 
densation mit Formaldehyd-Salzsiure ergibt ein Bilirubinoid, dessen Jod- 
Zink-Spektrum mit Biliverdin identisch ist. 


Kondensation des Formylvinyl - neoxanthosauremethylesters 
(XXVI) mit dem ,.Iso-oxymethenamin“ (XXIII) zum 1’,8’-Dioxy-1,3., 
6, 7-tetramethy1-2-vinyl-8-a-aminoathyl-hydrobromid-bilitrien-4, 5-di- 
propionsauremethylester (XXVIII). 750mg des Aldehyds werden mit 
800 mg des Amins etwa 20 Minuten in 350 cem Methylalkohol unter Zusatz 
von 50cem 48°/,iger Bromwasserstoffsiiure am RiickfluB zum Sieden er- 
hitzt. Es tritt tiefe Blaugriinfirbung ein, wobei alles Ausgangsmaterial 
in Lésung gegangen sein soll. Ist noch viel Ungeléstes vorhanden, so 
mu8 mit mehr Bromwasserstoffsiure weiter erhitzt werden. Jetzt wird 
mit viel Chloroform verdiinnt und mit stark verdiinnter Alkalilauge aus- 
geschiittelt. (Ausschiitteln mit Wasser geht nicht, da das basiseche Amin in 
die verdiinnte Salzsiiure hineingeht.) Nun kann mit Wasser ausgeschiittelt 
werden, in das nur wenig Farbstoff hineingeht. 


Nach Filtration wird das Chloroform eingeengt und schlieBlich durch 
Methylalkohol in der Siedehitze verdriingt. Beim Abkiihlen krystallisieren 
rund 500 mg des ,,Monovinyl-aminoglaukobilins“ (XXVII) in derben Nadeln 
aus. Der Farbstoff ist leicht léslich in Methylalkohol, noch besser in 
Chloroform. Das Spektrum ist gegen Biliverdin deutlich nach Blau ver- 


schoben (632 mu). Es wird aus wenig Methylalkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 400 mg. 


Biliverdin [Xo (XXVIIa). 400 mg des ,,Monovinylaminoglaukobilins“ 
werden in 50 cem Methylalkohol, 50 eem Wasser und 5g Atznatron auf 
dem Wasserbad erhitzt, bis alles verseift ist. Nun wird der Methylalkohol 
im Vakuum abgedampft, mit Zinkacetat und Dimethylsulfat versetzt und wie 
beim Biliverdin XIIla aufgearbeitet. Bei der Chromatographie an Alumi- 
niumoxyd wird ein Lésungsmittelgemisch, Chloroform und Aceton. mit 
einigen Tropfen Methylalkohol verwendet. Auch hier ist ein roter Vorlauf 
zu beobachten, der verworfen wird, und ein blauer Nachlauf, von dem 
sauber abgetrennt werden mu8. Der Nachlauf folgt direkt auf die blau- 


griine Schicht des Biliverdins und hat ein schwach nach Blau versch 
Jod-Zink-Spektrum. verschobenes 


Zur Analyse wird mit Chloroform-Methylalkohol extrahiert und noch 
weitere zweimal aus Methylalkohol umkrystallisiert. So erhdlt man feine 
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Prismen vom Schmelzp. 206—209°. Mit ,,analytischem“, zweimal chromato- 
graphiertem Biliverdin (Schmelzp. 202—204°) keine. Depression. Auch unter 
dem Mikroskop (Schmelzp. 224°) wurde gleichzeitiges Schmelzen beobachtet 


und war keine Mischschmelzpunktsdepression vorhanden. Jod-—Zink- 
Spektrum: 639 mu. 


3,968 mg Subst. (60° i. V. getr.): 9,960 mg CO, 2,090 mg H,O. — 
5,273 mg Subst.: 0,441 cem N, (23°, 723 mm). — 4,980 mg Subst.: 0,816 ccm 
n/50-KSCN. 


C,;H,,0,N, (610,30) Ber. C 6881 H628 N9,17 OCH, 10,16 
Gef. ,, 6848 ,, 5,89 , 9,18  ,, 10,17. 


Formyl-urethan-oxymethen (XXVIII). 1g Urethanoxymethen (IX) 
wird in 100 ecm Chloroform aufgeschlimmt und mit 20 cem Blausiure 
versetzt. Unter starker Kiihlung in einer Eis-Kochsalzmischung wird etwa 
2 Stunden lang trockner Chlorwasserstoff eingeleitet und nach Zugabe von 
absolutem Ather weitere 2 Stunden stehen gelassen. Das Iminhydrochlorid 
scheidet sich an den GefaiBwandungen schmierig ab. SchlieBlich wird das 
Lésungsmittel abgegossen und der Riickstand mit etwa 50 cem Wasser an- 
geriihrt. Nach kurzer Zeit ist der schmierige Riickstand fest geworden 
und kann abfiltriert werden. Der Aldehyd wird in Methylalkohol auf- 
geschlimmt und abfiltriert. Zur Analyse wurde mit Methylalkohol ex- 
trahiert, wobei jedoch ein Teil der Substanz ungelést bleibt und starke 
Griinfirbung eintritt. Ausbeute 300 mg des Aldehyds. Schmelzp. 233°. 


3,010 mg Subst.: 0,295 eem N, (24°, 718mm). — 3,517 mg Subst.: 
0,466 eem n/50-KSCN. 


C,,H.,;N,0, (403,40) Ber. N 10,41 OCH, 7,67 
Gef. ,, 10,64 « Sa 


Kondensation des For:nyl-urethan-oxymethens (XXVIII) mit ,,Iso- 
urethan-oxymethenester“ (XXIIa) zum 1’-8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl- 
2, 8-athylamino - athylurethan - bilitrien - 4,5 -dipropionsaure -methyl- 
ester (XXIX). 250mg des Aldehyds werden mit 200 mg des Oxymethens 
etwa 7/, Stunde in 100 cem Methylalkohol unter Zusatz von 10 ccm 
48°/,iger Bromwasserstoffsiure kondensiert. Es tritt schéne Griin-blau- 
firbung ein. Nun wurde mit Chloroform verdiinnt, mit Wasser und Soda- 


lésung ausgeschiittelt und aus Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. 
Ausbeute 250 mg. Schmelzp. 210° (Kofler). 


3,213 mg Subst. (70° getr.): 7,264 mg CQ,, 2,044 mg H,O. — 4,125 mg 
Subst.: 0,405 eem N, (23°, 715 mm). — 5,151 mg Subst.: 0,836 cem n/50-KSCN. 


Cy,HeoNeOro (788,83) Ber. C 62,42 H664 N 1065 OCH, 15,72 
Gef. ,, 61,66 ,, 6,95  ,, 10,65 , 16,46. 


Biliverdin IXo. 130 mg des Glaukobilins (XXIX) werden in 10 ccm 
konzentrierter Salzsiiure gelést und 3 Stunden im EinschluBrohr im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Es tritt Verfiirbung nach Blau ein. Darauf wird im 
Vakuum zur Trockene eingedampft und mit wenig Wasser aufgenommen, 
wobei vollkommene Lésung eintritt. Eine Probe l4Bt sich auch nicht in 
Spuren in Chloroform treiben. 
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Nun wird das entstandene Aminhydrochlorid, wie oben beschrieben, 
unter Methylierung des Zinksalzes und Trimethylaminabspaltung auf- 
gearbeitet. Nach der Methylierung ist die Substanz spielend mit charakte- 
ristischer blauer Farbe in verdiinnter Salzsiiure léslich. Nach der Ab- 
spaltung des Trimethylamins mit methylalkoholischer Kalilauge kann die 
Substanz vollkommen durch yerdiinnte Salzsiiure ausgefallt werden. 

Nach dem Verestern und Chromatographieren erhilt man 40 mg eines 
Produktes vom Schmelzp. 199—200°, das im Jod-Zink-Spektrum sowie auch 
in der Krystallform yvollkommen mit Biliverdin [Xa iibereinstimmt. Zur 
Analyse wurde mit Methylalkohol und Chloroform extrahiert und in Methyl- 
alkohol zur Krystallisation gebracht. 


4,212, 4,295 mg Subst. (70°i. V. getr.): 10,636, 10,818 mg CO,, 2,543, 
2,457 mg H,0O. 


C,;H,,0,N, (610,30) Ber. C 68,80 H 6,22 
Gef. ,, 68,87, 68,69  _,, 6,76, 6,40. 


Rickfihrung des Biliverdins in Bilirubin mit Natriumhydro- 
sulfit. 3¢ Biliverdinester werden in wiBrig - methylalkoholischer Kali- 
lauge verseift und nach dem Filtrieren der Methylalkohol im Vakuum ver- 
dampft. Nun werden in der Kialte etwa 10 g Natriumhydrosulfit zugegeben, 
worauf beim Schiitteln alsbald Farbumschlag nach Gelb auftritt. Es wird 
mit Essigsiure angesiuert und der ausgefallene Niederschlag abfiltriert. 
Nach dem Trocknen wird mit Chloroform erschépfend extrahiert und dies 
auf etwa 20cem eingeengt. Nach Zusatz von wenigen Tropfen Methyl- 
alkohol krystallisieren im Laufe einer Nacht etwa 100 mg Bilirubin als 
schénes braunrotes Pulver aus. Kein Schmelzpunkt. Die Substanz ist 
halogenfrei und erweist sich in allen Reaktionen identisch mit Bilirubin. 
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Uber die Einwirkung einiger Salze auf Sif®imandel-emulsin 
| Emulsin XLVI’) 


Von 


Burckhardt Helferich und Marie Hase 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Marz 1942) 


Der Einflu8 von Salzen auf die Lésungen von Fermenten 
ist haiufig untersucht worden. Dabei mu8 man einerseits mit der 
Wirkung dieser Salze auf die Fermente als Kolloide rechnen, 
wobei auch Anderungen der Wirksamkeit und Reinigung von 
Fremdkérpern zu erreichen ist. Andererseits ist die Wirkung 
mancher, einander nahe verwandter Salze so auffallend verschieden, 
daB man auf einen spezifischen, chemischen Einflu8 mancher Ionen 
auf die speziell fermentativ wirksamen Stellen im Ferment, bzw. 
auf bestimmte Stellen in seinem EiweiB schlieBen méchte. 

Aus einer gréBeren Reihe von Versuchen sei im folgenden 
der Einflu® von Ammonsulfat’*), von Kaliumfluorid und von Guanidin- 
rhodanid auf Sii8&mandel-emulsin mitgeteilt. _ 

Diese Versuche sind angestellt und werden fortgefiihrt mit 
dem Ziel, weitere Reinigungsmethoden des Ferments zu finden 
und besonders auffallende Salzwirkungen zur Aufklirung der 
Wirkstellen des Ferments selbst zu verwerten. 


Fraktionierte Fallung mit Ammonsulfat !*) 
I. Rohferment 


(Unter Rohferment wird ein SiS®mandel-emulsinpraparat ver- 
standen, das nach Extraktion mit Wasser durch Tanninfallung 
gereinigt ist’). 

40 ccm einer Rohfermentlésung (Trockenriickstand etwa 0,65°/,) 
wurden mit dem gleichen Volumen kalt gesittigter Ammonsulfat- 
lésung versetzt, der entstandene Niederschlag (die Vorfallung) I, 
nach zweistiindigem Aufbewahren im Kihlschrank abzentrifugiert, 
in 40 ccm Wasser geliést und durch Cellophan 11 Stunden im 
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Gutbierschen Schnelldialysator*) gegen flieBendes Wasser (etwa 
1 Liter pro Stunde) dialysiert. Die triibe Lisung wurde zentri- 
fugiert und der f-Glucosidasewert — im folgenden abgekiirzt 
£-G1.-W. — zu 0,47 bestimmt’). 





A= Anfangsdrehung, fiir die Tab. 1—3 und die KF-Fillung = —4,98, 
fiir die anderen Fille —5,04im2dm-Rohr. H=Enddrehung im 2 dm-Rohr, 
bei vollstindiger Spaltung = +2,57. «= Drehung nach ¢ Minuten. g= Gramm 


Fermenttrockenpriparat in 50 cem Bestimmungsgemisch. 


Das Zentrifugat der ersten Fallung — 74 com — wurde mit 
weiteren 37 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt und der 
entstandene Niederschlag (die Hauptfallung) 1,2 wie oben be- 
handelt: @-G1.-W. 3,0. 


Das Zentrifugat der zweiten Fallung — 110 com — wurde 
mit weiteren 55 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung weiter ge- 
fallt und der Niederschlag I,3 wie oben behandelt. 8-G1.-W. 0,70. 


Das Zentrifugat der dritten Fallung wurde 50 Stunden 
dialysiert und seine Wirksamkeit als Ferment so gut wie Null 
gefunden. 

Die folgende Tab. 1 gibt die Ubersicht iiber die Resultate 
eines solchen Versuchs. 


Tabelle 1 








(NH,),SO,] e€- | Rekstd. 8-G1.-W.-Bestimmung | Menge- Menge- 
Boe ee Wert- 


a th 4 
Sittigung] ecm {10,0cem}] Min. | dm) | GL-W.} Prod. | in %, 
































Rohft. 0 40 10,0688] 7,0 | —2,84 1,0 

Nd.I,1] 50,0 51 10,0101 | 15,0 | —4,61 0,47 | 0,02 7 
Na.1,2] 66,5 56 |0,0097 | 15,0 | -2.99 30 | 0,16 57 
Na. 1,3] 77,8 58 10,0019 | 30,0 | —4,77 0,70 | 0,008 3 
Mige. 77,8 | 155 |0,0031 | 120.9 | -4,93 004 | — 


Il. Reinferment 


Unter Reinferment wird ein SiiBmandel-emulsinpriparat ver- 
standen, das aus Rohferment durch ,,Silberfaillung“ gereinigt ist). 
30 ccm einer Reinfermentlésung wurden in der gleichen Weise mit 
Ammonsulfatlésung fraktioniert gefallt. 
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Tabelle 2 


Fiir die Bestimmung des 6-G1.-W.’s wurde bei den ersten drei Lésungen 
dieser Tabelle auf das 10fache verdiinnt; die dritte Lésung wurde unver- 
diinnt bestimmt 








(NH,),SO,] “e€- |Rekstd.| 6-Gl.-W.-Bestimmung |Menge- gly 
saat ‘vol |, i t | Wert- — 
































me vol. o 8- prod. 

Sittigung| eem |10,0cem] Min. | (2'dm) | Gl-W.| Prod. | in %, 

Reinft. 0 30 |0,0500] 7 | —3,95; 6,0 | 0,90 | 100 
Nd. 1,1! 50,0 35 10,0110] 30 | —413 5,2 | 0,20 22 
Nd. 11,2] 66,7 40 | 0,0121| 12 | —0,14| 10,2 | 0,49 54 
Nd. 11,3] 77,8 40 }0,0045| 30 | —1,12] 7,6 | 0,14 15 





If]. Mit Kohle gereinigtes Reinferment®) 


70 ccm einer Reinfermentlésung wurden durch einstiindiges 
Schiitteln mit. 0,7 g Carboraffin C, das achtmal mit heiBem 
destilliertem Wasser ausgekocht worden war, gereinigt®). B-Gl.-W.15. 
45ccm dieser Lésung wurden, wie oben, mit Ammonsulfatlésung 


fraktioniert gefallt. Niederschlag 1 und 3 wurden nicht niaher 
untersucht. 


Tabelle 3 


Zur Bestimmung der #-G1.-W. wurden in diesem Fall die Lésungen 
auf das 5fache verdiinnt 

















(NH,),SO,| €- |Rekstd.| §-Gl.-W.-Bestimmung |Menge-|Menge- 
oe samt- . Wert- 
in °/, 1 in Wert- 
ial vol. t a 6- prod. 

Sittigung} cem |10,0cem) Min. | (2 dm) | Gl-W.] Prod. | in o/ 

Reinft. 0 45 10,0710] (10 |—-1,06! 74 | 2,4 | 100 
ge 0 45 10,0385} 10 |-1,19| 150 | 23 | 96 
Nd. III, 2} 66,7 50 10,0160] 10 | —2,79 | 15,4 | 1,2 50 


























Die fraktionierte Fallung von SiiBmandel-emulsin ist demnach 
ein Mittel zur Anreicherung der f-d-Glucosidase fiir Rohferment 
und fiir Reinferment. Dagegen wird ein kohlegereinigtes Rein- 
ferment dadurch nicht weiter gereinigt. Wahrscheinlich werden 
durch die Adsorption an Carboraffin C und durch die Vorfallung 
mit Ammonsulfat (50°/, Sattigung) bei weniger reinen Ferment- 
priparaten die gleichen Beimengungen entfernt. Fir die praparative 
Reinigung verdient die Behandlung mit Carboraffin C wegen ihrer 
gréBeren Hinfachheit und ihrer besseren Ausbeute den Vorzug. 
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Gutbierschen Schnelldialysator*) gegen flieBendes Wasser (etwa 
1 Liter pro Stunde) dialysiert. Die tribe Liésung wurde zentri- 
fugiert und der f-Glucosidasewert — im folgenden abgektirzt 
$-G1-W. — zu 0,47 bestimmt‘). 





A= Anfangsdrehung, fiir die Tab. 1—3 und die KF-Fillung = —4,98, 
fiir die anderen Fille —5,04im2dm-Rohr. H=Enddrehung im 2 dm-Rohr, 
bei vollstindiger Spaltung = +2,57. «= Drehung nach ¢ Minuten. g= Gramm 
Fermenttrockenpriparat in 50 cem Bestimmungsgemisch. 


Das Zentrifugat der ersten Fallung — 74 ccm — wurde mit 
weiteren 37 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt und der 
entstandene Niederschlag (die Hauptfallung) 1,2 wie oben be- 
handelt: #-G1.-W. 3,0. 


Das Zentrifugat der zweiten Fallung — 110 ccm — wurde 
mit weiteren 55 ccm gesidttigter Ammonsulfatlésung weiter ge- 
fallt und der Niederschlag I,3 wie oben behandelt. 6-G1.-W. 0,70. 

Das Zentrifugat der dritten Fallung wurde 50 Stunden 
dialysiert und seine Wirksamkeit als Ferment so gut wie Null 
gefunden. 


Die folgende Tab. 1 gibt die Ubersicht iiber die Resultate 
eines solchen Versuchs. 



































Tabelle 1 
(NH,),.SO,} Ge- |Rekstd.| §-Gl.-W.-Bestimmung |Menge-|Menge- 
ge * samt- 7 Sieietadedaedicie ) , Wert- 
= 1 oe - ee a Pee ee =_— prod 
Sittigung| eem {10,0cem] Min. | (2dm) | GL-W. prod. | in %, 
Rohft. 0) 40 | 0,0688 7,0 | —2,84. 1,0 0,28 100 
Nd. I, 1 50,0 51 | 0,0101 15,0 | —4,61 0,47 | 0,02 7 
Nd. I, 2 66,5 56 | 0,0097 15,0 | -2,99 3,0 0,16 57 
Nd. I, 3 77,8 58 70,0019 | 30,0 | —4,77 0,70 | 0,008 3 
Mige. 778 | 155 |0,0031 | 1209 | -4,93 004 | — 


Il. Reinferment 


Unter Reinferment wird ein Si8mandel-emulsinpriparat ver- 
standen, das aus Rohferment durch ,,Silberfallung“ gereinigt ist). 
30 ccm einer Reinfermentlésung wurden in der gleichen Weise mit 
Ammonsulfatlésung fraktioniert gefiallt. 
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Tabelle 2 


Fiir die Bestimmung des §-G1.-W.’s wurde bei den ersten drei Lésungen 
dieser Tabelle auf das 10fache verdiinnt; die dritte Lésung wurde unver- 
diinnt bestimmt 








(NH,),SO,}] ©e- |Rekstd. 





























-Gl.-W.-Besti -|[Menge- 
Hy) Pe 8 stimmung |Menge Wert. 
ms vol. a t ¢ 1-2 Wert- prod. 
Sattigung| gem |10,0cem] win. (2'dm) | G1.-W. prod. | in "le 
Reinft. 0 30 | 0,0500 7 — 3,95 6,0 0,90 100 
Nd. If, 1 50,0 35 | 0,0110 30 —4,13 5,2 0,20 22 
Nd. f1,2] 66,7 40 10,0121 12 —(,14 | 10,2 0,49 54 
Nd. II, 3 77,8 40 | 0,0045 30 —1,12 7,6 0,14 15 








Ill. Mit Kohle gereinigtes Reinferment®) 


70 ccm einer Reinfermentlésung wurden durch einstiindiges 
Schitteln mit 0,7 g Carboraffin C, das achtmal mit heiBem 
destilliertem Wasser ausgekocht worden war, gereinigt®). B-Gl.-W.15. 
45ccm dieser Liésung wurden, wie oben, mit Ammonsulfatlésung 
fraktioniert gefallt. Niederschlag 1 und 3 wurden nicht niher 


untersucht. 


Tabelle 3 


Zur Bestimmung der 6-Gl.-W. wurden in diesem Fall die Lésungen 
auf das 5fache verdiinnt 




















(NH,),SO, Ge- |Rekstd. 6-G1.-W.-Bestimmung | Menge-|Menge- 

— . samt- . Wert- 
in “lo | vol. | ae eee bs BO 

Sittigung| eem }10,0cem] Min. | (2 dm) | Gl.-W.| prod. 3 o/, 
Reinft. 0 45 10,0710] 10 |—-1,06| 74 | 2,4 | 100 
Caeutlt 0 45 |0,0335 | 10 |—1,19| 15,0 | 23 | 96 
Nd. III, 2] 66,7 50 10,0160 10 —2,79 | 15,4 1,2 50 























Die fraktionierte Fallung von Sii8mandel-emulsin ist demnach 


ein Mittel zur Anreicherung der 


und fiir Reinferment. 


ferment dadurch nicht weiter gereinigt. 


B-d-Glucosidase fiir Rohferment 


Dagegen wird ein kohlegereinigtes Rein- 


Wabrscheinlich werden 


durch die Adsorption an Carboraffin C und durch die Vorfallung 
mit Ammonsulfat (50°/, Sattigung) bei weniger reinen Ferment- 
priparaten die gleichen Beimengungen entfernt. Fir die priparative 
Reinigung verdient die Behandlung mit Carboraffin C wegen ihrer 
gréBeren Kinfachheit und ihrer besseren Ausbeute den Vorzug. 
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Fallung mit Kaliumfluorid 

20 ccm einer Rohfermentlésung wurden mit 20 ccm einer 
bei Zimmertemperatur gesittigten KF-Lésung versetzt. Das Pu 
dieser Lisung wurde zu 7,8 bestimmt. Der entstandene Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und in 20 com Wasser gelést. Der 
Gehalt dieser Lésung an Fermenttrockenpriparat wurde folgender- 
maBen bestimmt: Der Gesamttrockengehalt von 5,0ccm — im 
einer Platinschale bestimmt — betrug 0,1236 g, nach dem Ab- 
rauchen mit Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz hinter- 
blieben 0,1429 g K,SO,, entsprechend einem Gehalt des ersten 
Trockenriickstandes von 0,0952 g KF und demnach von 0,0284 g 
Fermenttrockenpriparat. 

















Tabelle 4 
a Sattigung | Gesamt-} Rckstd. _GI.-W.-Bestimmun Menge- 
an KF vol. in P eS ae __.| Wert- 
in °/, eem |10cem] ¢ Min. | o (2dm) | 8-G1.-W.] prod. : 
Rohft. — 20 0,0659 7 +} —2,66 1,14 0,15 
KF-Nd. 50 20 0,0568 9 | —2,07 1,37 0,15 




















In dem KF-Niederschlag ist demnach das gesamte Ferment 
in nur wenig gereinigter Form enthalten. Die Léslichkeit des 
KF-Niederschlages in Wasser und seine Wirksamkeit bei Gegen- 
wart erheblicher Mengen von KF beweisen, daB an der Wirkung 
des Ferments kein als Fluorid fallbares Metall-ion — wie z. B. 
Calcium oder Magnesium — beteiligt sein kann, jedenfalls nicht 
in einer als Fluorid fallbaren Form. | 


Einwirkung von Guanidin-rhodanid 


I. Qualitative Versuche 


Versetzt man eine Si®mandel-emulsinlésung (Trockenriickstand | 


etwa 0,065 g in 10 ccm, 8-Gl.-W.=1,1) mit einer bei Zimmer- 
temperatur gesittigten Lésung von Guanidinrhodanid, so tritt zu- 
nachst zunehmende Inaktivierung des Ferments ein (qualitativ 
gegen Amygdalin gepriift) unter Bildung eines Niederschlages. 
Dieser erweist sich als ganz inaktiv, auch nach dem Waschen 
mit Aceton, in dem Guanidinrhodanid leicht léslich ist. Bei Zu- 
satz weiterer Mengen von gesittigter Guanidinrhodanidlésung geht 
der Niederschlag wieder in Lésung, die Fermentwirksamkeit ver- 
schwindet dabei vollkommen. Sie wird weder durch Dialyse, noch 
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durch Reinigen der Trockenriickstinde mit Aceton, noch durch 
Zusammengeben der bei der Dialyse getrennten Teile wieder- 
hergestellt. 

Bei Verwendung von Reinferment sind die Ergebnisse dieser 
Versuche die gleichen. 

Ks vernichtet also Guanidinrhodanid die Fermentwirksam- 
keit irreversibel. 

Die Einwirkung von Kaliumrhodanid und von Guanidinacetat 
zeigt nicht die gleichen Erscheinungen. Es bleibt die voriiber- 
gehende Niederschlagsbildung aus, und die Fermentwirksamkeit 
geht nicht im gleichen Mae zuriick wie bei Guanidinrhodanid. 


If. Quantitative Versuche 


Im folgenden ist die steigende Inaktivierung von SiBmandel- 
emulsin bei steigendem Zusatz von_2 n-Guanidinrhodanidlésung 
wiedergegeben. Zum Vergleich sind die gleichen Versuche mit 
Ammonrhodanid und mit Guanidinsulfat durchgefihrt. 

“Je 5,0 ccm einer Rohfermentliésung (0,0701 g Trockenriick- 
stand in 5,0 ccm Lésung, #-Glucosidasewert 1,09) werden mit 
steigenden Mengen einer 2n-Guanidinrhodanidlésung (5,9 g Guanidin- 
rhodanid in 25 ccm Lésung) versetzt, im MeBkélbchen auf 10,0 ccm 
aufgefiillt und der 8-Glucosidewert bestimmt. g=0,0701; t=20’. 
































ecm Guanidin- = ~ 

rhodanidlésung 0,0 0,05 | 0,1 0,3 0,5 1,0 2,0 4,0 5,0 
« (ldm Rohr). |—0,03 — 0,06 | +0,14 + 0,05) —0,14| —0,52) — 1,35) — 2,02) —2,54 
B-G1.-W. ea 1,09; 1,07; 1,24) 1,16) 1,01} 0,77; 0,37) 0,14; 0O 


Der gleiche Versuch wurde mit einer 2n-Ammonrhodanid- 
lésung durchgefihrt. Zur Bestimmung des -Glucosidasewertes 
mubte die tribe Lésung mit Kieselgur geklart werden. In be- 
sonderem Versuch wurde sichergestellt, daB dadurch die Drehung 
praktisch nicht geaindert wird. (g=0,0734; t= 20’. 





cem 2n-NH,SCN . 0,0 | 





Ree ee eee 5,0 
« (1dm-Rohr). . . | +0,02 | +0,45 | +052 |+0,40 | +0,05 | —0,31 
ce + eer in | ie): BL ee ee 0,87 





Ebenso wurde der Versuch mit 2 n-Guanidinsulfat (11,2619 g 
auf 50 ccm Lésung) durchgefiihrt. (¢ = 0,0719; ¢ = 20’). 























ecm 2 n-Guanidinsulfat 0,0 0,2 0,5 | 1,0 2,0 4,0 5,0 
«a(ldm-Rohr)..... + 0,02 | —0,43 | —0,79 | —1,05 | —1,37 | —1,65 | —1,73 
Da «ts 1,11|} 0,80! 0,61 | 0,49! 0,36] 0,26] 0,238 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich: Der Zusatz von Guanidin- 
rhodanid zu SiBmandel-emulsin erhéht zunichst die Wirksamkeit 
der 8-Glucosidase. Dies ist in Ubereinstimmung mit den friheren 
Befunden am Ammonrhodanid und anderen Salzen’). Weiterer 
Zusatz inaktiviert das Ferment ziemlich rasch und irreversibel, 
unter voriibergehender Bildung eines inaktiven Niederschlages. 
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Uber die Bedeutung der Aminogruppen _ 
fir die Vermehrungsfahigkeit des Tabakmosaikvirus 


Von 


Gerhard Schramm und Hans Miiller 


(Aus der Arbeitsstaitte fiir Virusforschung der Kaiser-Wilhelm-Institute 
fiir Biochemie und Biologie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1942) 


Wir berichteten in dieser Zeitschrift), daB durch kurzfristige 
Einwirkung von Keten die Aminogruppen des Tabakmosaik- 
virus (TM-Virus) acetyliert werden kénnen, ohne daf hierbei die 
Vermehrungsfahigkeit des TM-Virus herabgesetzt wird. Versuche 
in der Ultrazentrifuge zeigten, daB das Acetylderivat das gleiche 
Molekulargewicht besitzt wie der Ausgangsstoff. In seinen elektro- 
chemischen Eigenschaften verhalt es sich ebenfalls einheitlich, 
unterscheidet sich hierin aber eindeutig von dem Ausgangsprotein 
durch seine héhere Wanderungsgeschwindigkeit zur Anode. Bei 
langerer Einwirkung des Ketens sinkt die Vermehrungsfahigkeit des 
Virusproteins allmahlich ab. Zu entsprechenden Ergebnissen 
fihrte die Umsetzung der Aminogruppen mit Phenylisocyanat. 
Mit geringen Konzentrationen von Phenylisocyanat werden Deri- 
vate erhalten, die noch vermehrungsfahig sind, bei der Kinwirkung 
hdherer Konzentrationen geht diese Fahigkeit verloren. Die Ver- 
suche wurden inzwischen von Miller und Stanley?) bestatigt. 
Sie stellten fest, daB die freien Aminogruppen des TM-Virus zu 
70°/, acetyliert oder zu 48—63°/, mit Phenylisocyanat umgesetzt 
werden kénnen, ohne daB ein Verlust der Aktivitaét eintritt. Aus 
den Versuchen wird ebenfalls geschlossen, daB der gréBte Teil der 
Aminogruppen im T'M-Virus fiir die Fahigkeit zur Selbstvermehrung 
nicht notwendig sind. 3 

Es bestehen gewisse Schwierigkeiten, den Grad der Umsetzung 
des Virusproteins mit Keten bzw. Phenylisocyanat festzulegen, da 
der Gehait des TM-Virus an freien Aminogruppen sehr gering ist. 
Nach der Methode von van Slyke fanden wir im TM-Virus einen 
Aminostickstoffgehalt von 0,25°/, (0,018 Mol NH, je 100 ¢ Virus). 
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Die Fehlergrenze muB bei unserer Versuchsanordnung zu = 20°/, 
angenommen werden. In dem acetylierten vollaktiven Virus war 
praktisch kein Aminostickstoff nachweisbar. Auch die Ninhydrin- 
reaktion ist zum quantitativen Nachweis der freien Aminogruppen 
wenig geeignet. Wir fanden, da8 TM-Virus mit 0,3°/, Ninhydrin- 
lésung in einer Konzentration von 3,5 mg/ecm eine deutliche Blau- 
farbung zeigt, 8 mg/eem geben keine Reaktion mehr. Das acety- 
lierte vollaktive Virus gibt erst in einer Konzentration von 
7,5 mg/ccm eine Blaufirbung. Stanley wies darauf hin, daf der 
mit Hilfe der Ninhydrinreaktion bestimmte Acetylierungsgrad 
nicht mit dem nach van Slyke gemessenen iibereinstimmt. Nach 
dieser letzten Methode werden in dem acetylierten Produkt weniger 
freie Aminogruppen gefunden als mit der Farbreaktion. 

Es wurde versucht, die Anzahl der eingetretenen Acetyl- 
gruppen nach der Methode von Kégi und Postowsky*) genauer 
zu bestimmen. Hierbei wurde das Protein zunaéchst mit Barium- 
hydroxyd verseift und nach dem Ansiuern mit Phosphorsaure die 
frei gewordene Essigsaure abdestilliert und titriert. Die Versuche 
verliefen aber wenig befriedigend, da bei den Kontrollbestimmungen 
mit nichtacetyliertem Virusprotein ebenfalls ein Betrag an fliich- 
tigen Sdéuren gefunden wurde und die Werte schlecht reproduzierbar 
waren. Bei einem sehr weitgehend acetylierten Produkt, das nur 
noch 1°/, der biologischen Wirksamkeit zeigte, fanden wir als Mittel 
aus mehreren Bestimmungen den Wert von 0,025 Mol Essigséure 
pro 100 g Virus. Demnach kénnten in den hochacetylierten Pro- 
dukten auBer den nach van Slyke bestimmten Aminogruppen 
auch noch andere Hydroxyl- und Aminogruppen umgesetzt sein. 

Wenn es auch schwierig ist, die Vollstindigkeit der Umsetzung 
in den kurzacetylierten Derivaten nachzuweisen, so bleibt doch 
hiervon die Tatsache unberiihrt, daB der gréBte Teil der Amino- 
gruppen fiir eine Vermehrungsfihigkeit des Virus nicht notwendig 
ist. Die gegeniiber dem freien Virus unverinderte Aktivitit des 
acetylierten Virus kann nicht auf einer Beimengung an nicht- 
umgesetzten Ausgangsproteimen beruhen, da das Acetylderivat 
elektrochemisch einheitlich und vom Ausgangsmaterial ver- 
schieden ist. Wenn die Aktivitét allein auf den physikalisch- 
chemisch nicht mehr nachweisbaren Spuren des Ausgangsstoffes 
beruht, dagegen die Hauptmenge nicht vermehrungsfihig wire, 
miuBte die Aktivitét stark vermindert sein. 

Der bei langerer Keteneinwirkung beobachtete Aktivitits- 
verlust wurde in Analogie zu den Acetylierungsergebnissen bei 
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anderen physiologisch wirksamen Eiweifstoffen {Pepsin*), Insu- 
lin5)] auf die Veresterung des Tyrosins zuriickgefiihrt. Es wurde 
versucht, das Verschwinden dieser Hydroxylgruppen colorimetrisch 
mit Folins Phenolreagens zu verfolgen. Bei dieser Farbreaktion 
triibte sich aber die Viruslésung, so da eine quantitative Be- 
stimmung der auftretenden Farbintensitat nicht médglich war. 
Qualitativ deuteten die Versuche aber darauf hin, daB in dem 
hochacetylierten Virus ein Teil der phenolischen Hydroxylgruppen 
umgesetzt ist. Diese O-Acetyle sind nach Herriot‘) relativ leicht 
verseifbar. Wenn die Inaktivierung lediglich durch die Veresterung 
der phenolischen Hydroxylgruppen hervorgerufen wird, miiBte es 
moglich sein, das inaktivierte Virusprotein durch alkalische Ver- 
seifung wieder zu reaktivieren. Es wurde daher ein hochacetyliertes 
Derivat, das nur noch 1°/, der urspriinglichen biologischen Wirk- 
samkeit besa8, 60 Minuten bei einer Temperatur von 35° in Puffer- 
lésung von px 9, 10 und 11 erwarmt. In gleicher Weise wurden 
Kontrollen von nichtacetyliertem Virus behandelt. Die biologische 
Auswertung wurde von G.Melchers durchgefihrt. Bei px 9 
und 10 war unter diesen Versuchsbedingungen eine Zunahme der 
biologischen Aktivitaét nicht zu beobachten. Die Wirksamkeit der 
Kontrollen blieb hierbei erhalten. Bei px 11 wurde die Wirksam- 
keit des acetylierten und nichtacetylierten Virus in gleicher Weise 
zerstért (Tab. 1). Es ist daher wahrscheinlich, da8 bei der Inakti- 
vierung des TM-Virus durch langandauernde Acetylierung neben 
den T-yrosinresten auch noch andere, schwer verseifbare Hydroxyl- 
oder Aminogruppen verestert werden. 


Tabelle 1 
Versuch zur Abspaltung der Acetylgruppen in alkalischer Lésung 


Wirksamkeit der behandelten Lésungen im Einzelherdtest auf Nicotiana 
glutinosa. Zahl der Parallelbestimmungen n = 50 























Einzelherde je Blatthialfte 
Kons. a ieee nach der Erwirmung bei 
= g/ecm hay er —_— a ee pa 
Acetyliertes Virus | 107° 1,62 1,77 1,14 1,97 0,36 
Normales Virus 10~¢ | 27,72 | 32,68 | 27,02 | 5,44 
desgl. 1077 6,06 




















Besonders wichtig war nun die Frage, ob die chemische 
Veranderung des Virus auch auf die Nachkommen itiber- 


Sent eparserert 
alec iat tt en 











ens hrer- teste Bieri oe Pr PR iae, NRMP 52g! 








270 Gerhard Schramm und Hans Miller, 


tragen wurde, oder ob diese wieder normales TM- Virus dar- 
stellen. Tabakpflanzen wurden mit eimem weitgehend acetyhierten 
Virusprotein, das sicher kein freies Virus mehr enthielt, infiziert 
und nach 4 Wochen das hieraus entstandene Virusprotein rein dar- 
gestelit. Seine Untersuchung ergab, daB es normales TM- Virus 
war. Es zeigte wieder in der normalen Konzentration von 
3,5 mg/ccm eine Blaufarbung mit Ninhydrin und unterschied sich 
auch sonst nicht merklich vom normalen Virus*). Inwieweit jedoch 
durch den chemischen Eingriff einzelne mutierte Virusmolekiile 
entstanden sind, bedarf noch einer naéheren Prifung. 


Fiir die identische Verdoppelung eines vermehrungsfahigen 
Teilchens sollte nach einer von Friedrich-Freksa‘) entwickelten 
Anschauung das durch die basischen und sauren Gruppen des Pro- 
teins gebildete Ladungsmuster ma8gebend sein. Hiernach wire 
za erwarten, daB durch das Verschwinden positiver Ladungen 
infolge der Acetylierung der Vorgang der identischen Reproduktion 
entscheidend beeinflu8t wird. Allerdings laBt sich die Méglichkeit 
nicht ausschlieBen, daB die eingefiihrten Acetylgruppen vor dem 
eigentlichen Vorgang der Vermehrung in der Pflanze fermentativ 
abgespalten werden. Diese Abspaltung miiBte recht schnell ver- 
laufen, da eine Verzégerung im Auftreten der ersten Krankheits- 
symptome, die nach etwa 3—4 Tagen beobachtet werden, nicht 
festzustellen ist. Es ist uns bisher nicht gelungen, in Tabakblattern 
em Ferment nachzuweisen, das imstande ist, die in das Virus ein- 
geftihrten Acetylgruppen wieder abzuspalten. Bei 3tagiger Ein- 
wirkung von frischem Pflanzenbrei auf das acetylierte Virus bei 
37° wurde dieses unveraindert wiedergewonnen. Wir neigen daher 
za der Ansicht, daB das acetylierte Virus sich als solehes vermehrt 
und die acetylierten Aminogruppen anscheinend fiir das Ladungs- 
muster unwesentlich sind. 

Diese Ansicht wird auch dadurch gestiitzt, daB sogar fiir die 
Pflanze ungewéhnliche und daher wohl schwer spaltbare Um- 
setzungsprodukte des Virus, wie die Phenylureide, noch die Fahig- 
keit zur Selbstvermehrung besitzen. Bei der Untersuchung dieser 
Derivate ergaben sich ahnliche Schwierigkeiten wie bei den Acetyl- 
verbindungen. Die Vollstaindigkeit des Umsatzes mit Phenvl- 
isocyanat laBt sich mit Hilfe der Ninhydrinreaktion nicht einwand- 





*) Dieses Versuchsergebnis wurde bereits in einem Vortrag vor dem 


Verein Deutscher Chemiker am 1. 3. 1941 mitgeteilt. Vgl. Angew. Chem. 54, 
159 (1941). 
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frei verfolgen. Selbst bei einem groBen UberschuB an Phenyl- 
isocyanat und unter Bedingungen, die bei anderen Kiweifstoffen 


-wa-emer_weitgehenden Umsetzung fiihren, zeigen die Reaktions- 
produkte nur eine sehr geringe Abschwéichung in ihrer Reaktion-——-————_ 








mit Ninhydrin. Um die Anzahl der eingetretenen Isocyanatreste 
genauer bestimmen zu kénnen, wurde daher die Umsetzung mit 
p-Bromphenyl-Isocyanat vorgenommen. Es ist auf diese 
Weise moglich, aus dem Bromgehalt des Umsetzungsproduktes 
Riickschliisse auf die Zahl der eingetretenen Isocyanatreste zu - 
ziehen. Bei der Umsetzung von 60 mg p-Bromphenyl-Isocyanat 
mit 800 mg TM-Virus wurde ein vollwirksames Produkt erhalten 
(Tab. 2). Ks enthalt. 0,58°/, als Brom berechnetes Halogen. Nach 
Abzug des im Ausgangsmaterial enthaltenen und trotz sorgfaltiger 
Dialyse nicht entfernten Halogens (dies liegt wahrscheinlich als 
Hydrochlorid vor) ergibt sich fiir dieses Derivat ein Gehalt von 
0,004 Mol Isocyanat je 100 g Virus. Dieser Wert stimmt etwa mit 
dem Lysingehalt des Virus tiberein. Wenn diese Analysen auch 
nicht einen vollstandigen Umsatz beweisen, so kann doch in Uber- 
einstimmung mit Stanley geschlossen werden, da8 der gréBte Teil 
der Aminogruppen beim TM-Virus ohne Wirksamkeitsverlust mit 
Phenylisocyanat umgesetzt werden kann. 


Tabelle 2 


Wirksamkeit des p-Bromphenylureidovirus im Einzelherdtest auf 
Nicotiana glutinosa 


Zahl der Parallelbestimmungen n = 100 








| Konz. in g/ecm | Einzelherde je Blatthalfte 

















p-Bromphenylureidovirus i 15,5 
TM -Virus 107° 13,13*) 
*) Die Differenz von 2,35 liegt innerhalb des dreifachen mittleren Fehlers 
Diff. 
= 2,6. 
Mpiff. 


Wenn die Aminogruppen tatsaichlich fir die Vermehrungs- 
fahigkeit ohne Bedeutung sind, mite diese auch nach vélliger 
Entfernung der NH,-Gruppen erhalten bleiben. Wir untersuchten 
daher die Wirkung von salpetriger Sdure auf das Virus. Bei 
20stimdiger Kinwirkung einer 0,2—0,3°/,igen Lésung von Natrium- 
nitrit auf das TM-Virus bei px 3,5 lie8 sich mnerhalb der Fehler- 
grenzen des biologischen Testes keine Verminderung der Wirksam- 
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keit feststellen. Eine Abnahme der freien Aminogruppen lieB sich 
jedoch ebenfalls nicht mit Sicherheit nachweisen. In einer 1°/pigen 
Nitritlésung nahm die biologische Wirksamkeit unter den gleichen 
Bedingungen auf 10°/, ab, in einer 2°/,igen oder héher konzentrier- 
ten Nitritlésung ist die Inaktivierung nahezu vollstandig (Tab. 3). 
Fiir die Inaktivierungsgeschwindigkeit war lediglich die Nitrit- 
konzentration maBgeblich. Die Menge des vorhandenen TM-Virus 
war unter sonst gleichen Bedingungen ohne EinfluB. 


Tabelle 3 


Wirksamkeit der mit Nitrit behandelten Viruslésungen 


Einzelherdtest auf Nicotiana glutinosa. Zahl der Parallelbestimmungen n = 50 
































Einzelherde je Blatthilfte 
bin NaNO, Versuchslésung | Ausgangslésung 
2 o/ l | l l . 
se 10 Konz. | - Konz. ji 
: g/eem | | 2% g/eem eds 
0,5 02 | 10-6 | 11,94 | 41,25 | 10-6 | 15,35 | + 1,55 
0,5 Q,3 ig | 8s £3,775 | 10°° | 11,4 | £1, 
10 10 | 10-¢ | 37,05 | +434 | 10-* | 60.84 | + 5,52 
1075 | 19,65 +457 | 10°% | 20,74 + 2,97 
1,0 2,0 10-* | 0,28 + 0,11 | ig | 6,72 + 0,99 
1,0 2,5 iv? i Gee + 0,11 10~6 | 13,52 | + 2,0 
10 30 | 10 | 036 | +01 | 10-* | 836 | + 1,57 
| 








m*) = mittlerer Fehler des Mittelwertes. 


Die Versuche zeigen, da8B eine eindeutige Desaminierung des 
TM-Virus mit Natriumnitrit ohne Aktivitatsverlust nicht durch- 
fihrbar ist. Die Verhiltnisse scheinen hier abnlich zu liegen wie 
bei der Desaminierung des Insulins mit Nitrit. Freudenberg, 
Dirscherlund Eyer$) kamen bei der Untersuchung dieser Reaktion 


, za dem Ergebnis, daB auch hier die fiir die biologische Wirkung 


belanglose Desaminierung durch eine oxydative Inaktivierungs- 
reaktion tiberlagert wird. Es ist daher nicht méglich, aus den von 
uns angestellten Versuchen mit salpetriger Siiure eindeutige 
Schliisse tuber die Bedeutung der Aminogruppen fir die Virus- 
wirksamkeit zu ziehen. Die Versuche stehen jedoch nicht im 
Widerspruch zu den bei der Umsetzung mit Keten und Phenyl- 
isocyanat erhaltenen Ergebnissen. 


Die Versuche wurden unter Mitarbeit von Frl. L. Rebens- 
burg und Fri. K. Krause ausgefiihrt. 
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Herr Prof. H. Hérlein hat die Untersuchungen der Arbeits- 
staitte fiir Virusforschung der Kaiser-Wilhelm- Institute fir Bio- 
chemie und Biologie in groBziigiger Weise unterstitzt. Es sei ihm 
hierfiir auch an dieser Stelle nochmals herzlichst gedankt. 


Versuchsteil 
Ausfithrung der Ninhydrinreaktion 


Die elektrodialysierte TM-Viruslésung wurde durch Verdiinnen 
mit Wasser auf die entsprechenden Konzentrationen gebracht. Zu 
je 1 ccm Viruslésung wurden 0,3 cem m/10-Phosphatpuffer vom 
px 7 und 0,5 ccm 0,3°/,ige Ninhydrinlésung gegeben. Die Mischung 
wurde dann 30 Minuten im Dampfbad bei 100° gehalten und die 
Farbungen nach dem Abkiihlen verglichen. 1 mg, 2 mg, 2,5 mg, 
38mg TM-Virus/ecem gaben in mehreren Versuchsreihen unter 
diesen Bedingungen keine Farbungen. Von 3,5 mg/ccm an traten 
immer deutliche Farbungen auf. Dasselbe Ergebnis wurde mit 
verschiedenen anderen gut dialysierten TM-Viruslésungen erhalten. 
Beim acetylierten vollaktiven Protein trat die Reaktion erst bei 
einer Reaktion von 7,5 mg/ccm ein. 


Acetylbestimmung nach Kég]l?) 


Fiir die Acetylbestimmung wurde ein langer acetyliertes 
Virusprotein nach langerer Dialyse mit dem 3fachen Volumen 
Aceton gefallt, ausgewaschen und bei 60° im Vakuum getrocknet. 
In gleicher Weise wurde auch normales Virusprotein bereitet. 

20—30 mg des feingepulverten Proteins wurden mit einem 
Schiffehen auf den Boden eines 50 cem-Langhalskélbchens ge- 
bracht, etwa 8 ccm Wasser zugegeben und 2 Stunden mit etwa 
0,5 g Bariumhydroxyd unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Es 
erwies sich eine Verseifungsdauer von 2 Stunden erforderlich, da 
bei geringerer Dauer die nachfolgende Wasserdampfdestillation 
wegen starken Schéiumens nicht durchfiihrbar war. Nach der Ver- 
seifung wurde mit Eis gekithlt und der Kolbenhals zur Bindung 
des entstandenen Ammoniaks mit 2 ccm einer Mischung von 1 Teil 
Wasser und 1 Teil H,PO, (d =1,7) abgespilt. Hierzu waren 
ungefahr 6—8 ccm erforderlich. Dann wurde die in Freiheit 
gesetzte Essigsiure mit Wasserdampf tbergetrieben. Die ersten 
drei iibergegangenen Destillate von 20 cem enthielten die gesamte 
Essigsiure. Nur vereinzelt war noch eine vierte oder finfte 
Destillation erforderlich. Der Saiuregehalt der einzelnen Fraktionen 
wurde nach 10 Sekunden langem Kochen durch Titration mit 
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n/50-NaOH mit 2 Tropfen Phenolphthaleinlésung als Indicator 
ermittelt. 

Der Mittelwert des Laugenverbrauches wurde fiir das acety- 
lierte Virus aus 8 Bestimmungen und fiir normales TM-Virus aus 
18 Bestimmungen ermittelt und auf 10 mg Protein umgerechnet. 
Die Differenz ergab den Mehrverbrauch von 0,12 cem n/50-NaOH 
fir 10 mg Acetylprotein. 


Versuch zur alkalischen Verseifung des acetylierten 
Virus 


Je 5 ccm einer 0,4°/,igen dialysierten Lésung von 190 Minuten 
lang acetyliertem, etwa 1°/, aktivem TM-Virus wurden mit 5 ccm 
n/10-Glykokoll-Natronpuffer auf px 9, 10 und 11 gebracht und 
1 Stunde lang auf 85° erwirmt. Ebenso wurde als Kontrolle eine 
0,4°/,ige dialysierte Lésung von normalem TM-Virus behandelt. 
Nach Beendigung des Versuches wurde gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und nach Bestimmung des Proteinstickstoffs der bio- 
logische Test durchgefiihrt. 


Versuch zur enzymatischen Abspaltung 
der Acetylgruppen 


49 mg des langacetylierten Virus wurden mit 140 ccm Reib- 
safit aus gesunden Javatabakpflanzen vermischt und nach Zugabe 
von 1 cem Toluol 3 Tage bei 37° gehalten. Dann wurde die Lésung 
zur Entfernung des Chloroplastenproteins 2 Tage bei — 12° ein- 
gefroren, das ausgeflockte Protein abzentrifugiert und aus der 
klaren Lésung das Virusprotein durch 11/,stiindiges Zentrifugieren 
bei 25000 Umdrehungen pro Minute abgeschieden. Der Nieder- 
schlag wurde in 15 ccm Phosphatpuffer aufgenommen und noch- 
mals ultrazentrifugiert. Ausbeute: 32,5 mg reines Virusprotein. 


_ Dieses gab in einer Konzentration von 7,0 mg/cem keine Nin- 


hydrinreaktion. Die Acetylgruppen waren also nicht abgespalten 
worden. 


Umsetzung des TM-Virus mit p-Bromphenyl-isocyanat 

p-Bromphenyl-isocyanat wurde nach Curtius’) durch Er- 
hitzen von Phenylisocyanat-dibromid erhalten. Es zeigte den 
theoretischen Bromgehalt und schmolz bei 40°. 0,6 g dieses Stoffes 
wurden in 7 cem trockenem Ather gelést, von wenig Unléslichem 
abfiltriert und innerhalb von 80 Minuten zu 380 cem einer 1°/,igen 
TM-Viruslésung in m/10-Phosphatpuffer bei px 8 und 0° unter 
starkem Riihren zugetropft. Dann wurde noch 90 Minuten weiter- 
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geriihrt, vom gebildeten Harnstoff abzentrifugiert, mit 10°/jiger 
Essigsiure auf px 4,5 gebracht, mit Natriumsulfat gefallt, in 
80 cem m/10-Phosphatpuffer bei px 8 gelést und wieder zentri- 
fugiert. Hierbei setzte sich eine geringe Menge an unlislich ge- 
wordenem Protein ab. Nach dem Ansduern mit Essigsiure auf 
px 4,5 wurde nochmals durch Zugabe von Natriumsulfat umgefallt. 
Die biologische Auswertung des so gereinigten Proteins ergab volle 
Wirksamkeit. Die Hauptmenge des Proteins wurde nach sorg- 
faltiger Dialyse gegen destilliertes Wasser in der Ultrazentrifuge 
abgeschieden, mit Aceton und Ather gewaschen und bei 60° im 
Vakuum getrocknet. Zur Entfernung etwa vorhandener anderer 
Bromverbindungen wurde das feingepulverte Protein dann 
120 Stunden im Soxhlet-Apparat mit Ather ausgezogen und 
wieder getrocknet. In gleicher Weise wurde zur Kontrolle nor- 
males TM-Virus behandelt. Die Halogenbestimmung des Brom- 
phenylureidovirus ergab 0,58°/, als Brom berechnetes Halogen. 


Die Halogenbestimmung der Kontrolle ergab als Chlor berechnet 
0,16°/. 


Umsetzung des TM-Virus mit salpetrizger Saure 


Zu der Viruslésung wurde eine Lésung von Natriumnitrit 
gegeben und durch Zutropfen von 1 n-EHssigsiure ein px von 
3,5—4 hergestellt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 
10 ccm. Nach 20 Stunden wurde gegen Wasser dialysiert und nach 
Bestimmung des Proteinstickstoffs die Lésung biologisch aus- 
gewertet. 
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Beitrag zur Feinstruktur des Tabakmosaikvirus 
Von 
A. Butenandt, H. Friedrich-Freksa, St. Hartwig und G. Scheibe 
Mit 3 Figuren im Text 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem, und dem Physikalisch- 
chemischen Institut der Technischen Hochschule, Miinchen, Forschungsstatte des Vier- 
jahresplanes) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mai 1942) 








Das Tabakmosaikvirus besteht aus stabchenférmigen Nucleo- 
proteidmolekiilen, deren Molekulargewicht nach Messungen von 
Schramm und Miiller!) zu 23000000 anzunehmen ist. Die Breite 
der Stabchen ergibt sich auf Grund von réntgenographischen 
[Bernal und Fankuchen?)] und _ elektronenmikroskopischen 
[Kausche, Pfankuch und Ruska®)] Messungen tibereinstimmend 
zu 15 mu. Die Angaben iiber die Lange der Stabchen sind noch 
schwankend; Kausche, Pfankuch und Ruska?) ermittelten 
einen Wert von 150 bzw. 3800 mu, Stanley und Anderson’) 
bevorzugen fiir den von ihnen untersuchten Tabakmosaikvirus- 
stamm den Wert von 280 mu, wiahrend unsere elektronenmikro- 
skopischen Messungen an mit Osmiumsaure fixierten Teilchen 
eine Linge von ungefahr 200 mu ergaben |v. Ardenne, Friedrich- 
Freksa und Schramm')]. 

Versuche des Dahlemer Instituts, mit chemischen Methoden 
weiter in die Struktur des Tabakmosaikvirus einzudringen, haben 
einige wichtige Aufschliisse gebracht. So konnten Schramm und 
Miller!) zeigen, daB fast alle freien Aminogruppen des Tabak- 
mosaikvirus bei der Umsetzung mit Keten mit groBer Geschwindig- 
keit acetylierbar sind, ohne da8 sich das Molekulargewicht und die 
Aktivitét des Virus andern. Besonders bemerkenswert war der 
weitere Befund von Schramm‘), daB die im Virus zu etwa 5°/, ent- 
haltene Ribonucleinsiaure sich fermentativ hydrolysieren laBt, ohne 
daB das Molekil in Bruchstiicke zerfallt. Danach kann man an- 
nehmen, da8 im Tabakmosaikvirus ein zusammenhiangendes Ei- 
weiBgeriist vorliegt, an dessen Oberfliiche die Nucleinsiure ge- 
bunden ist. Bei der Bedeutung, die nach C aspersson‘) und 
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Friedrich-Freksa®’) die Nucleinsdéure fiir die Vermehrung der 
EKiweiBstoffe besitzt, war es wiinschenswert, tiber die raumliche 
Anordnung der Nucleinséure am Eiweif naheren Aufschlu8 zu 
erhalten. 

Angeregt durch eine gemeinsame Diskussion anlaBlich einer 
biophysikalischen Arbeitstagung in Oberschlema im Herbst 1941 
schien es uns méglich, mit Hilfe von optischen Methoden zu priifen, 
ob eine bestimmte RegelmaBigkeit in der Anordnung der Purin- 
kerne der Nucleinséure im Virusmolekil vorhanden ist. 

Sowohl theoretische Uberlegungen von A. Henrici®) als auch 
praktische Versuche von Krishnan und Seshan?%) und von 
G. Scheibe™) haben nimlich gezeigt, da8 bei komplizierteren 
organischen Molekilen, z.B. aromatischen Ringsystemen oder 
Farbstoffmolekiilen eine Richtungsabhangigkeit der Lichtabsorp- 
tion vorliegt. So treten z. B. charakteristische Banden von 
2,3-Benzanthracen (I) und von Pseudoisocyanin (II) im sichtbaren 
speed im polarisierten Licht dann auf, wenn der elektrische Vektor 
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des Lichtes in der Ebene der Ringe bzw. des eben gebauten Farb- 
stoffmolekiils schwingt. Auf Grund dieser Befunde hat man um- 
gekehrt die Méglichkeit, die Lage von solchen absorbierenden 
Ringsystemen in komplizierteren Molekiilen festzustellen, wenn es 
gelingt, die Molekiile des Stoffes alle gleichmafig auszurichten. 
Diese Méglichkeit besteht manchmal in Krystallen; im Fall des 
Tabakmosaikvirus lassen sich die staébchenférmigen Molekiile durch 
Strémung in einer Capillare orientieren, wie schon am Auftreten 
von Strémungsdoppelbrechung*) zu erkennen ist. Sollten die 
absorbierenden Ringsysteme der Nuleinséure im Virusmolekiil alle 
oder zum Teil parallel gerichtet sein, so miiBte sich in der strémenden 
Lésung im polarisierten Licht eine Richtungsabhangigkeit der 
Lichtabsorption zeigen. 

Es wurde daher die im Physikalisch-chemischen Institut der 
Technischen Hochschule Miinchen ausgearbeitete Apparatur*) zur 
Bestimmung der Lichtabsorption ausgerichteter Molekiile im 











*) Uber diese Apparatur wird an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet 
werden. 
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polarisierten Licht zur Untersuchung der Virusmolekiile heran- 
gezogen. Die Apparatur besteht im wesentlichen aus einer Quarz- 
capillare, die unmittelbar vor dem Spalt eines Quarzspektrographen 
angebracht ist, und durch die die zu untersuchende Lésung unter 
verschieden starkem Druck gepreSt werden kann. Hinter dem 
Kollimatorrohr des Spektrographen ist eine senkrecht zur optischen 
Achse geschnittene dimne Kalkspatplatte angebracht, die an der 
Austrittsfliche einen kleinen Keilwinkel gegen die optische Achse 
hat, wodurch auf der photographischen Platte 2 Spektren tber- 
einander entstehen, die senkrecht zueinander polarisiert sind. 
Bereits die ersten Aufnahmen der strémenden Tabakmosaik- 
viruslésung zeigten, da8 tatsichlich die Lichtabsorption 
lings der groBen Achse der Virusmolekile erheblich 
anders ist als die senkrecht zu dieser Achse, wie die Fig. 1 
zeigt. In der Absorptionskurve, bei der der elektrische Vektor des 
Lichtes senkrecht zur groBen Achse der Molekile schwingt, fallt 
besonders eine schmale sehr charakteristische Vorbande mit 
Maximum bei 2900 A auf. Bei Durchsicht der Literatur!*) wurde 
schon sehr wahrscheinlich, da8 diese Bande dem Tryptophan 
zugehort, das etwa zu 4,5°/, im Tabakmosaikvirusmolekiil ent- 
halten ist™). Weiterhin fallt auf, da8 in der Absorptionskurve, die 
mit Licht mit elektrischem Vektor senkrecht zur groBen Achse der 
Molekiile entsteht, bei 2590 A ein sehr ausgepragtes Maximum vor- 
handen ist, das in der Kurve mit elektrischem Vektor parallel zur 
groBen Achse der Molekiile wesentlich undeutlicher erscheint. Bei 
2590 A liegt aber das ausgezeichnete Maximum der Nucleinsduren 
(vgl. Fig. 8, Kurve 2). Ferner ist die Kurve, die durch Zusammen- 
setzung der Absorption von 4,5°/, Tryptophan und 5°/, Nuclein- 
sdure entsteht (Fig. 2, Kurve 3) iiberraschend ahnlich der Kurve 2 
von Fig. 1, wahrend die Kurve 1 von Fig. 1 eine wesentlich andere 
Gestalt besitzt. Das Maximum bei etwa 2600 A ist also der Nuclein- 
siure zuzuschreiben, das Maximum bei 2700 A entsteht erst durch 
die Uberlagerung der Absorption der Nucleinsiure und des Trypto- 
phans. Das Maximum des Tryptophans bei 2800 A erscheint nur 
noch als abfallende Schulter, die sehr charakteristische Vorbande 
des Tryptophans bei etwa 2890 A ist besonders deutlich. Hieraus 
mu man den SchluB ziehen, da8 die Hauptabsorption sowohl 
des Tryptophans wie der Ribonucleinsaure im Virus nur 
zur Wirkung kommt bei Licht mit elektrischem Vektor 
senkrecht zur groBen Achse des Virusmolekiils. Es sei 
darauf hingewiesen, da8 Caspersson») in einem gerichteten 
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Thymonucleinsaurefilm eine ahnliche verschiedene Absorption im 
polarisierten Licht beobachtet hat. Eine Orientierung des Trypto- 
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phans wurde bisher wohl noch nie festgestellt und war fiir uns selbst 
sehr iiberraschend. Unsere bisherigen Untersuchungen haben 
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zweifellos noch nicht eine hundertprozentige Ausrichtung des 
Tabakmosaikvirus erméglicht. Bei einer weiter getriebenen Aus- 
richtung werden die Verhaltnisse wohl noch klarer erscheinen. 
Um nun einen eindeutigen SchluB ziehen zu kénnen, wie die 
Lage der Ebene des Indolringes des Tryptophans und die der fir 
die UV-Absorption in diesem Gebiet maSgebenden Purinringe der 
Nucleinsiure relativ zur langen Achse ist, miBte man eine be- 
griindete Aussage iiber die Entstehung der Absorptionsbanden 
dieser Verbindungen im Zusammenhang mit ihrem raumlichen Bau 
machen kénnen. Die Frage nach der raéumlichen Verteilung der 
Lichtabsorption derartiger Verbindungen ist seit dem Jahre 1939 
im Physikalisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen in experimenteller Bearbeitung; jedoch liegen bisher nur 


wenige sichere Resultate vor. Uber den Indolring kann man aber 


aus Analogieschliissen eine sehr wahrscheinliche Aussage machen: 
Betrachtet man in der Reihe Pentacen, Tetracen, Anthracen und 
Naphthalin die Absorptionsspektren, so wird sehr wahrscheinlich, 
da8B die Bandengruppe mit der Extinktion etwa 10000 in allen vier 
Molekiilen dem gleichen Chromophor zugehért. Fiir Pentacen und 
Tetracen kann man aus Untersuchungen des Absorptionsspektrums 
von Krystallen im polarisierten Licht zeigen, da8 diese Banden- 
cruppe auftritt, wenn der elektrische Vektor des absorbierten Lichts 
parallel der Ebene der Ringe schwingt. Aus dem oben Gesagten 
folgt dann, daB das gleiche fir Anthracen und Naphthalin gilt. 

Nun hat die Absorptionsbande des Indols und damit auch die 
ihr véllig entsprechende des Tryptophans eine groBe Ahnlichkeit 
mit der Absorptionsbande des Naphthalins, so daB eine Verwandt- 
schaft der beiden Chromophore sehr wahrscheinlich ist. Wir 
médchten daher den SchluB ziehen, daB auch hier die Absorption 
von Licht dann erfolgt, wenn der elektrische Vektor in der Ebene 
des Ringsystems schwingt. Die theoretischen Uberlegungen von 
A. Henrici®) gehen in der gleichen Richtung. Ob fiir Purinringe der 
SchluB in gleicher Weise biindig ist, mu8 durch weitere Unter- 
suchungen geklirt werden. 

Unsere Versuche zeigen jedenfalls, daB die aroma- 
tischen Ringe des Tryptophans und der Ribonucleotide 
im Tabakmosaikvirusmolekiil in einer sehr strengen 
Ordnung in den Stabchen vorliegen. Da die Ribonuclein- 
siure des Tabakmosaikvirus ein hochpolymeres Nucleotid ist1§), 
hegt der Schlu8 nahe, da8B die absorbierenden aromatischen Ring- 
systeme der Nucleinsiure wie die ,,Geldstiicke in einer Geld- 
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rolle‘* aufeinander geschichtet sind, in 4hnlicher Weise, wie es von 
Astbury und Bell?”) auf réntgenographischem Wege fir die 
Purin- und Pyrimidinringe der Thymonucleinsiure erschlossen 
worden ist. Fiir die aromatischen Ringe des Tryptophans ist eine 
ahnliche Aussage nicht méglich, solange man iiber die raumliche 
Verteilung des Tryptophans im Virusmolekiil keine nihere Kenntnis 
hat. Es ist in den letzten Jahren gezeigt worden [G. Scheibe?®)], 
da8B eine solche geldrollenférmige Anordnung von ebenen Molekilen 
in manchen Fallen die Fahigkeit der verlustlosen Energiefortleitung 
langs der Achse der Geldrolle bedingen kann. Es scheint reizvoll, 
die hier auftretende Méglichkeit einer solchen Energiefortleitung 
mit den besonderen Eigenschaften des Virusmolekils in Beziehung 
zu setzen. In ahnlicher Weise hat R. Kaplan?*) auf die Méglich- 
keit einer Energiefortleitung durch die Thymonucleinséure in den 
Chromosomen hingewiesen. 

Um beurteilen zu kénnen, ob beim Aufbau des Virusmolekils 
aus den einzelnen Bausteinen die Absorption dieser Bausteine 
wesentlich geindert ist, haben wir die Aminoséuren, soweit sie 
im Gebiet zwischen 2400 und 3000 A merklich absorbieren, noch- 
mals genau auf ihr Absorptionsspektrum untersucht und dann diese 
Absorptionsspektren anteilmaé®Big zu ihrer Gesamtabsorption zu- 
sammengesetzt. In Frage kommen Tryptophan, Phenylalanin und 
Tyrosin, die nach Knight und Stanley) zu 4,5°/,, 69/, baw. 3,8°/, 
im Tabakmosaikvirus enthalten sind; von ihnen spielt das Trypto- 
phan fiir die Absorption die gré8te Rolle. An Stelle der Nuclein- 
sdure aus Tabakmosaikvirus wurde ein Hefenucleinsdéurepraparat 
zur Messung benutzt, da beide in ihrer chemischen Zusammen- 
setzung fast vollstindig ibereinstimmen"). Weiterhin haben wir 
die Lésung des Tabakmosaikvirus nochmals im nichtpolarisierten 
Licht gemessen und mit dieser additiven Kurve verglichen. 

Da die Tabakmosaikviruslésung mit Phosphatpuffer auf py 8 gehalten 
war, und da einige Aminosauren, z. B. das Tyrosin, sehr stark in ihrer Absorp- 
tion vom px abhangig sind, wurden samtliche Aminosauren ebenfalls beim py 8 
gemessen. Es ist natiirlich méglich, da8 durch den Zusammenbau der Amino- 
siuren zum EiweiSmolekiil die pq-Abhangigkeit geandert wird. Es ist be- 
absichtigt, diese Frage durch weitere Untersuchungen zu klaren. 

Bei der Zusammensetzung der Absorptionskurven zeigt sich, 
daB die berechnete Kurve und die gemessene au8erordentlich gut 
zusammenstimmen, und zwar sogar in kleinen Unstetigkeiten (vel. 
Fig. 2 und 8). 

Angewendet wurde fiir die Absorptionsmessung die Methode 
von Kortiim und Almasy2°). Die Genauigkeit der Messungen 
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betragt etwa 1°/, im Extinktionskoeffizienten, und besonders ist 
die Methode geeignet, Unstetigkeiten und schmale Banden fest- 
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zustellen, da sie mit einer Wasserstofflampe als Lichtquelle, also 
kontinuierlichem Spektrum, arbeitet. An Abweichungen der be- 
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; rechneten und gefundenen Kurven ist nur erstens hervorzuheben eine 
stirkere Absorption des Virus unterhalb von 2400 A, die auf das 
Vorhandensein einer im kurzwelligen Gebiet absorbierenden Ver- 


| 1 =Tryplophan C20036 %.dsq71em 
| % pis 2 =Hefenucleinsaure C=9055 %,a=010m 


| wise 3=Jyrosin C=00m% % a= 4,0Cm 
. | S “a 4=Phenylalarirn ¢ 20,028 %;a=2,5¢em 
| % ( to facher afstab ) 
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Fig. 3 


bindung hinweist, die nicht unter den bei der Zusammensetzung 
verwendeten Verbindungen enthalten ist. DaB die berechnete 
Kurve durchweg etwas tiefer als die gefundene liegt, rihrt zweifellos 
daher, daB die Gehalte an Amino- und Nucleinsaiure nach einer 
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Hydrolyse festgestellt sind, bei der die Verbindungen nicht quanti- 
tativ erfaBt werden. Der zweite Unterschied der gefundenen gegen- 
iiber der berechneten Kurve besteht in einer kleinen Verschiebung der 
schmalen Bande des Tryptophans bei 2900 A nach dem Lang- 
welligen. Ob das durch den Einbau des Tryptophans in das Virus- 
molekiil bedingt ist, kann noch nicht entschieden werden. 

Es ergibt sich danach, daB die Ribonucleinsaéure am 
EiweifBgerist des Tabakmosaikvirus derartig angeordnet 
ist, daB die Ebenen der Purin- (und wohl auch der 
Pyrimidin-) Ringe vorwiegend einander parallel,und zwar 
wahrscheinlich senkrecht zur Langsachse des Molekils 
gelagert sind. Das EiweiBgeriist selbst mu8 so gebaut 
sein, daB die Indolringebenen des Tryptophans senk- 
recht zur Langsachse des Virusmolekils stehen. Es muB 
daher auf eine groBe RegelmafSigkeit im Feinbau des Molekils 
geschlossen werden, die bei allgemeinen Modellbetrachtungen tiber 
den Aufbau von Proteinen Beriicksichtigung finden muB. 


Die Virusarbeiten der Dahlemer Forschungsgruppe sind in ihren Anfangen 
entscheidend durch Herrn Prof. H. Hérlein unterstiitzt und geférdert 
worden. Es ist mir eine angenehme Pflicht, dafiir auch beim Erscheinen dieser 
Mitteilung aus Anla8 seines 60. Geburtstages nochmals herzlich zu danken, 


A. Butenandt. 
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Brenztraubensaduregehalt des Blutes krebskranker Tiere 

wahrend Zunahme und Riickgang experimenteller Tumoren 
Von 

Hans v. Euler, Bertil Higberg und Inez Siberg 





(Aus dem Vitamin-Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. April 1942) 


Vor mehreren Jahren wurde gefunden?), daB der Brenztrauben- 
(BTS)-gehalt des Blutes von Ratten bald nach der Implantierung 
von Jensen-Sarkom stark ansteigt. Ein Versuch von B. Hégberg 
ergab z. B. folgende Werte: 


Normale Ratte (Mittel) ........ 12y BTS/cem Blut 
2 Tage nach der Implantierung ... . 23y 99 
3 Tage nach der Implantierung ... . 42y - 


Bei Ratten mit 20—80 g schweren Sarkomen betrug der BTS- 
Gehalt des Blutes im Mittel etwa 50 y/ecm und bei weiterem Tumor- 
wachstum steigt der Gehalt des Blutes nicht selten bis auf 65 y/ccm 
an. Dies ist kein Sonderfall, der nur die Jensen-Sarkome be- 
trifft. Auch im Kaninchenblut fanden Euler und Hoégberg 
(a.a.O. 18B, Nr. 16, §.4) nach. Implantierung von Brown- 
Pearce-Carcinom eine starke Zunahme des BTS-Gehaltes. Als 
Beispiel sei angegeben: 

Normales Kaninchenblut ........... 20 y BTS/ccm Blut 

Nach Implantierung v. Brown-Pearce-Carcinom 42y ss 

Die gleiche Erscheinung zeigt sich bei Maiusen, und zwar 
nach der Implantierung von Ehrlich-Carcinom. Der BTS-Gehalt 
des Mausblutes unseres Stammes betrigt im Mittel rund 17 bis 
19» BTS/eem Blut. Nach Implanticrung eines Ehrlich-Carci- 
noms, welches nach 6 Tagen etwa 2g wog, fanden wir in 2 Ver- 
suchen je Kubikzentimeter Blut: 31,7 y und 30y BTS. 

Im Blut von Cancerpatienten haben wir den BTS-Gehalt nur 
wenig hdher gefunden als bei normalen Menschen, die unter 
gleichen 4uBeren Bedingungen gehalten waren. Schon die ersten 





1) Euler u. Hégberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13, Nr. 16 (1939). 
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Messungen an Fallen von Cancer vulvi und Cancer recti ergaben 
einen mittleren Anstieg von 11y auf 15y. DaB bei den drei er- 
wahnten Implantationstumoren der BTS-Effekt so viel gréSer ist 
als beim Menschen, diirfte darauf beruhen, da8 die Implantations- 
tumoren einen prozentisch sehr viel gréBeren Teil der ganzen 
K6rpermasse ausmachen als die menschlichen Spontantumoren. 

Wir haben'auch Chemotumoren untersucht, hervorgerufen 
durch Injektion von Krystallpulveremulsionen cancerogener 
Kohlenwasserstoffe in Glycerinlésungen. Chemotumoren sind — 
im Gegensatz zu Implantationstumoren — kérpereigene Gewebe, 
aus kérpereigenen Zellen entstanden. 

Wir geben zunichst als Beispiel einen Benzpyrenversuch an. 

Normale weibliche Ratte vom Gewicht 107g. Injektion von 
10 mg Benzpyren in Glycerin. Da nach unseren friiheren Befunden 
der BTS-Gehalt weiblicher Tiere vom Sexualcyclus abhangt, 
wurde durch Ausstriche untersucht, ob die den Sexualhormonen 
nahestehenden cancerogenen Substanzen den Sexualcyclus beein- 
flussen; dies war bei unseren Ratten nicht der Fall, sie verblieben 
auch nach Benzypreneinfiihrung im Didéstrus. 

Nach Verlauf von 7 Wochen nach der Injektion war zwar noch 
kein Tumorgewebe, aber deutliche Kapselbildung um die In- 
jektionsstelle bemerkbar. Die Blutuntersuchung ergab 22,0 y 
BTS/ecem Blut. : 

Eine gleich schwere und gleich alte unbehandelte Normalratte, 
ebenfalls im Didstrus ergab 15,0» BTS/cem Blut. 

Die weitere Entwicklung des Benzpyrentumors hatte auch ein 
weiteres Ansteigen der BTS-Werte zur Folge. Nach 8 Wochen 
fanden wir 23,0» BTS, nach 10 Wochen 30,5 y BTS. 

Entsprechende Versuche wurden mit Methylcholanthren an- 
gestellt, und zwar ebenfalls durch Injektion einer Emulsion von 
Krystallpulver in Glycerin. Die Ergebnisse waren ganz analog den 
mit Benzpyren erhaltenen. Bereits 20 Tage nach der Injektion, 
zu einer Zeit, als sich noch kein deutliches Tumorgewebe gebildet 
hatte, fanden wir in 2 Fallen BTS-Erhéhung auf 25 y BTS/cem Blut. 

Es erscheint bemerkenswert, daB die cancerogenen Substanzen 
schon vor der Ausbildung des Tumorgewebes eine Erhéhung der 
BTS-Konzentration im Blut hervorbringen und zwar in einem 
Grad, welcher der Wirkung eines kleinen Implantationstumors ent- 
spricht. Bei der Beurteilung dieser Tatsache soll zwar nicht iiber- 
sehen werden, da8 nach unseren Feststellungen die BTS-Werte 
durch eine Reihe verschiedener Koérperklassen beeinfluBt werden, 
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unter welchen wir hier zunadchst funktionelle Sexualhormone!) er- 
wahnen wollen. Eine Erhéhung der BTS-Werte wurde fest- 
gestellt?) nach Injektion von Adrenalin sowie von Zinksalzen. 


Einwirkung von Insulin auf Tumorentwicklung und Blut-BTS bei Ratten 


Vor einiger Zeit wurde in einer Untersuchung von Nylin, 
Euler und Hégberg (a.a.0O.) nachgewiesen, daB durch intra- 
muskulare Injektionen von Insulin bei gesunden Versuchspersonen 
und bei normalen Ratten die Konzentration der Brenztrauben- 
siure im Blut stark — um etwa 800°/, — abnimmt. Dies scheint 
mit der nunmehr wohl als gesichert anzusehenden Feststellung, 
da8 Insulin die Gewebsoxydationen, besonders die Muskelatmung 
steigert [Ahlgren*) — U.8.v. Euler*) — Krebsu. Eggleston‘) |, 
in Zusammenhang zu stehen. Der gleiche BTS-Effekt ist, wenn 
auch prozentisch geringer, regelméBig bei Sarkomratten nach- 
gewiesen worden. In Riicksicht auf neuere Angaben, nach welchen 
Insulindosen bei menschlichen Tumoren Heilwirkungen hervor- 
rufen sollen, haben wir unsere friiheren Versuche in der Weise 
wiederholt, daB die mit Insulin behandelten Ratten auf ihr Blut- 
bild erst 3 Wochen nach der ersten Injektion untersucht wurden. 
Ohne auf die Versuche im einzelnen einzugehen, sei hier nur mit- 
geteilt, da8 Riickbildungen von Jensen-Sarkomen durch Insulin- 
gaben nur in geringem Umfang nachgewiesen werden konnten. 


Brenztraubensauregehalt des Blutes 
beim Riickgang und Verschwinden von Tumoren 

I. Operative Entfernung. In einer Arbeit von C.v. Kuler 
und H. v. Euler®) war untersucht worden, wie sich die operative 
Entfernung des Jensen-Sarkoms auf den BTS-Gehalt des Blutes 
auswirkt, ob also nach Entfernung des Sarkoms das Blut des 
operierten Tieres wieder auf seine normale Zusammensetzung 
gurickgeht. In 4 Versuchen, bei welchen die operative Ent- 
fernung des Sarkoms glatt verlaufen war, wurden zu verschiedenen 
Zeiten nach der Exstirpation folgende Werte gefunden: 





1) Euler, Saiberg u. Hégberg, Diese Z. 268, 171, 235 (1941). 

2) Nylin u. Euler, Klin. Wschr. 19, 433 (1940). 

8) Ahlgren, Skand. Arch. Physiol. 47 Suppl. (1925). 

4) U.S. v. Euler, Skand. Arch. Physiol. 59, 123 (1930). 

5) Krebs u. Eggleston, Biochemic. J. 32, 913 (1938); vgl. auch Stare 
u. Stare u. Baumann, J. of Biol. Chem. 188, 453 (1939). 

6) C. v. Euler u. H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv Kemi 14 B, Nr. 36 
(1940). 
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Tage nach der Exstirpation 9 10 21 22 
y BTS/ecm Blut... ... 68°. 18,0./- 116..2195 
Im Mittel ist also nach vollstiéndiger Entfernung des Tumors 
der BTS-Wert von 45 y auf rund 15 y, beinahe auf den Normalwert, 
gesunken. 


Der gleiche Riickgang tritt ein, wenn das Sarkomgewebe ent- 


|. weder spontan zuriickgebildet oder nach Bestrahlung mit Ultra- 


kurzwellen oder Réntgenstrahlen abgetétet wird. 


II. Spontaner Riickgang. Beim Rattenstamm dieses Insti- 
tutes beobachten wir ziemlich regelm&Big nach stets gleichheit- 
licher Implantierung jungen Sarkomgewebes in 15 Fallen von 
100 einen Riickgang der Tumorentwicklung bis zu dessen voll- 
stindigem Verschwinden. Ratten, bei welchen Jensen-Sarkome, 
welche die GréBe von etwa 8 g erreicht hatten, vollstandig zuriick- 
gegangen waren, zeigten auch durchweg einen zwar nicht ganz 
normalen, aber relativ niedrigen BTS-Gehalt von 14 y bis 20 y/ecm. 


III. Riickbildung von Jensen-Sarkomen durch Ultrakurzwellen’). 
Durch die Behandlung von Jensen-Sarkomen (etwa 2—1,5 cm 


Durchmesser) mit einem Siemensschen Ultra-Pandoros- bzw. 
Ultrathermapparat?) unter Anwendung von Elektroden nach 
Schliephake wurde in den Tumoren wahrend 30 Minuten eine 
Temperatur von 45—47° gehalten. Es wurden 6 Sarkomratten 
bestrahlt. Von diesen zeigtén 3 Tiere nach 14 Tagen einen Riick- 
gang des Sarkoms. Dies steht mit Angaben einer eingehenden 
Untersuchung von N. Westermark?) in recht guter Uberein- 
stimmung. a 

Hines der 3 Tiere starb, die beiden anderen wurden getoétet 
und sofort auf Blut-BTS untersucht. Wir fanden: 


23 y baw. 25 y BTS/ccm Blut, 
also einen erheblich geringeren Wert, als er einem unbestrahlten 
Tumor der gleichen Gréd8e entspricht. 


IV. Riickbildung von Jensen-Sarkomen und Ehrlich-Carcinomen 
durch Rontgenstrahlen. Was den Einflu8 der Réntgenstrahlen 


auf das Blut-BTS von Sarkomtieren betrifft, so zeigen 





1) Vgl.v. Euler, Hellstrém u. Forsman, Sv. Vet. Akad. Arkiv Kemi 
18 B, Nr. 2 (1938). 

2) Herrn Oberarzt Prof. Simon und Herrn Direktor G. Weber (A. 
B. Elema) danken wir auch hier fiir freundliche Unterstiitzung. 

8) N. Westermark, Skand. Arch. Physiol. 52, 1, (1927); ferner 
E. Hasche, Naturw. 25, 829 (1937) u. 26, 493 (1938). 
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sich die gréBten Effekte bei der protrahierten Bestrahlung. In 
einer Serie von 4 Ratten wurden durch Dosen von 4mal 500r 
simtliche Sarkome zum vollstaéndigen Verschwinden gebracht. 
Bemerkenswert erscheint dabei, daB schon bald nach der Be- 
strahlung ein deutlicher Riickgang der BTS-Werte eintritt. Als 
Beispiel fiir eine solche BTS-Abnahme bei Jensen-Sarkomratten 
geben wir folgenden Versuch an: 


WeiBe, minnliche Sarkomratte, geimpft am 13. Februar 1942, Gewicht 
182g. GréBe des Sarkoms vor der Bestrahlung 1,5 x 1,0 X 1,4 cm. Bestrahlung 
am 25., 26., 27. und 28. Februar 1942. Am 30. Februar wurde das Tier getotet. 

24,5y BTS/ccm Blut. 

WeiBe, mannliche Sarkomratte, geimpft am 13. Februar 1942, Gewicht 
175g. GréBe des Sarkoms vor der-Bestrahlung 1,6, 1,2, 1.3¢em. Bestrahlung 
am 25., 26., 27. und 28. Pebruar 1942. Am 17. Marz war die Geschwulst nicht 
mehr bemerkbar, an diesem Tag wurde das Tier zur Blutuntersuchung getétet 


22,5» BTS/ccm Blut. 


Von weiteren Fallen, bei welchen nur eine Riickbildung des 
Sarkoms nachgewiesen wurde, seien hier die folgenden erwahnt: 


























Gewicht | Roéntgendat 
Sarkom- | der Ge- pie ats a ey yBTS/cem 
ratte schwulst |Intensitat| Dauer g Blut 
g r Min. 
weiis 2 18,5 1700 38 | Geschwulst etwas blutig 25 
168 g ; 
weiB 2 14 2000 45 |. ,, teilweise nekrotisch 27,5 
140 g 
schwarz 21 2500 56 ,» fest, etwas 35,0 
174 ¢g 











Versuch mit Ehrlich-Carcinomen ergab folgendes Resultat: 
Protrahierte Bestrahlung 10 Tage nach der Implantation 3mal mit 
je 300 r, ergab im Mittel 22 » BTS/cem Blut. 

Gleich alte Carcinommiause 35 y BTS/ccm Blut. 

Die Tatsache, daB die Blut-Brenztraubensiure schon bald nach 
der Bestrahlung und noch vor dem Verschwinden des Tumors 
zurickgeht, gibt AnlaB zur Erwigung, ob bei der Bestrahlung ein 
Stoff getroffen wird, welcher die BTS-Anhaufung primar beeinfluBt. 

Als Vermittler des Wachstums und Abbaues von Tumoren 
kommen hochmolekulare Stoffe in Betracht, welche der eine von 
uns (H. v. Euler) als Enzymoide zusammengefaft hat*). Enzy- 





1) H. v. Euler, II. Congrés Intern. comp. Paris (1932); Euler u. Skar- 
zynski, Biochemie der Tumoren. Enke, Stuttgart 1942. 
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moide sind Enzymkomplexe, charakterisiert gegeniiber einfachen 
Enzymen durch die Fahigkeit der Vermehrung innerhalb eines 
lebenden Organismus. Wir rechnen zu dieser biologisch auBer- 
ordentlich wichtigen Ké6rperklasse: Gene, Viren, Antigene und 
Antikérper. Nun ist, besonders durch die Ergebnisse von Lacas- 
sagne!), Giinther, Haagen und Gebert*) sowie neuere von 
Syverton, Berry und Warren’) bereits bekannt, daB die Viren 
durch Réntgenstrahlen hinsichtlich ihrer Fortpflanzungsfahigkeit 
gegen Réntgenstrahlen verhaltnisméBig unempfindlich sind. Eine 
ahnliche Resistenz scheinen nach ausgedehnten Untersuchungen 
aber Réntgenmutationen bei Pflanzen die Gene zu besitzen, ab- 
gesehen von einem besonderen, bei der Mitose eintreten- 
den Zustand. Vieles deutet darauf hin, da8 es sich hier um 
Diploidie (Polyploidie) und die dabei entstehenden Nucleoproteid- 
formen handelt. Das Auftreten von abnormen Chromosomen- 
zahlen ist schon lange beobachtet worden (Boveri, Borst, 
R. Goldschmidt und Albert Fischer, Winge‘), Need- 
ham). Der Zusammenhang zwischen Diploidie und Empfind- 
lichkeit gegen kurzwellige Strahlen verdient ein eingehendes 
Studium °). 

Man kénnte annehmen, da8 bei der Einwirkung von cancero- 
genen Strahlen wie auch cancerogenen Stoffen an einer nicht patho- 
genen Vorstufe der Tumorenzymoide Letalmutationen eintreten, 
welche unter anderem eine mit dem BTS-Umsatz verknipfte 
Enzymkomponente treffen. Fir die Begriindung einer solchen 
Annahme fehlen aber einstweilen noch die experimentellen Stiitzen. 





1) Lacassagne, C.r. Soc. Biol. 128, 736 (1936); 128, 1038 (1938). 

2) Giinther, Haagen u. Gebert, Naturw. 27, 858 (1939). 

8) Syverton, Berry u. Warren, J. exper. Med. 73, 243 (1940); 
74, 223 (1941). 

*) Winge, Z. Zellforsch. 10, 683 (1930). 

5) Needham, Proc. Soc. Med. London 29, 1577 (1930). 

6) Vgl. Euler, Sy. Brygg. Fér. Manadsbl. 57, 141 (1932), 
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Uber den oxydativen Abbau der Hauptnahrstoffe 
im Tierkérper 
Von 


F. Knoop 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Tiibingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Marz 1942) 





Vor 10 Jahren faBte ich die Kenntnisse von den Wegen des 
physiologischen Abbaues unserer Hauptnahrstoffe in emem Vortrag 
in Wirzburg und Elberfeld zusammen, der den damaligen Stand 
dieses wichtigen Gebietes des intermediéren Stoffwechsels dar- 
stellen sollte). In den 10 Jahren seither haben sich mancherlei 
Erweiterungen unserer Vorstellungen ergeben, von denen die 
wichtigsten hier in Kiirze kritisch zusammengestellt werden sollen. 


Die f-Oxydation der Fettséuren ist immer wieder vielfaltig 


_bestatigt worden — eine «-Oxydation in keinem Falle erwiesen, 


auch nicht an der Propionsaure, so sehr deren. Ubergang in Zucker 
eine solche Méglichkeit nahezulegen schien. Hinzugetreten ist der 
Nachweis einer w-Oxydation, also der endstaéndigen Methylgruppe, 
die Verkade fiir Fettsiuren um C,, herum auffand. Eine groBe 
Bedeutung fiir die physiologischen Verhiltnisse kommt ihr aber 
nach Flaschentrager und Bernhard nicht zu. Das wurde 
zuletzt durch Fiitterung mit deuteriumsubstituierten Saéuren von 
Bernhard?) wohl endgiiltig erwiesen. 


Diese w-Oxydation hat eine Flut von Anregungen gegeben 
zur Frage nach dem, was R. Kuhn lieber als Methyloxydation be- 
zeichnet wissen méchte. Flaschentrager und Mitarbeiter?) 
hatten schon gleichzeitig und unabhaéngig von Verkade gezeigt, 
daB bei massiger Substitution von Fettsiuren in «, z. B. mit 
Benzolsulfomethylaminogruppen das endstandige Methyl zum 





1) Oxydationen im Tierkérper. Sammlung chemischer Vortrage. Enke, 
Stuttgart 1931. 


2) Helvet. chim. Acta 24, 1412 (1941). 
3) Diese Z. 225, 157 (1934). 
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Carboxyl werden kann. Bernhard#) hat gefunden, da8 die ent- 
sprechende «-Substitution mit Carboxyl ebenfalls zu w-Oxydation 
fihrt, woraus sich ergibt, daB es dem Tierkérper offenbar schwerer 
wird, Malonséurederivate zu decarboxylieren, als die endstindige 
Methylgruppe von in Malonsiure eingefiihrten Alkylen anzugreifen. 
Interessant ist, daB die gréBten Ausbeuten an Dicarbonséuren auch 
unter diesen Bedingungen Alkyle von Cg_49, die also «-carboxylierte 
Fettsiuren ebenfalls mit C,9.,. bilden, lieferten. Diese besondere 
Hignung einer Kettenlinge mit der genannten Kohlenstoffatomzahl 
ist noch keiner irgendwie physiologischen oder chemischen Er- 
klarung zuganglich. 

Sehr vielseitige Beitrige zu dieser Frage der Methyloxydation 
haben R. Kuhn und Mitarbeiter) geliefert. Nach ihren Befunden 
verfallen ungesattigte Fettsiuren mit viel konjugierten Doppel- 
bindungen, Polyencarbonsiuren ebenfalls einer Methyloxydation, 
besonders leicht dann, wenn sie in Form der Séiureamide oder gar 
der Sauremethylamide verfiittert werden. Hier wird die Bildung 
trans-staéndiger Dicarbonséuren vom Tierk6rper bevorzugt. Kuhn 
hat diese Methode benutzt, um die schwer zuginglichen Polyen- 
dicarbonséuren bequemer auf physiologischem Wege durch Ver- 
mittlung des Tierkérpers herzustellen. Er schreibt einmal, da8 die 
Richtigkeit einer aufgestellten Konstitutionsformel durch solche 
Versuche ,,von Kaninchen in einfachster Weise bestatigt wurde‘. 

Interessant ist an den Befunden seines Instituts, daB eine 
Substitution von Saéuren durch Methyl in f-Stellung die f-Oxy- 
dation beeintrachtigt und in einzelnen Fallen zugunsten der 
w-Oxydation zuriicktreten 1éBt. Diese Arbeiten enthalten noch 
viele interessante Einzeltatsachen, auf die hier nur verwiesen 
werden kann. | 

Sehr zu unterscheiden ist meines Erachtens die Angreifbarkeit 
nach dem ganzen Charakter der verfiitterten Substanz. Liegen 
salzfahige Verbindungen vor, so ist ihre Oxydierbarkeit sehr anders 
zu beurteilen, als wenn es sich um nicht ionisierte Kohlenwasser- 
stoffe oder Ketone handelt. Hier ist Methyloxydation schon 
lange bekannt. Toluol liefert massenhaft Benzoesiure, Athyl- 
benzol kann neben Benzoesiéure auch Acetophenon und Mandel- 
sdure liefern. Die weiteren Homologen mit 4 und 6 Kohlenstoff- 
atomen liefern, wie die zugehérigen Saéuren Phenylessigsaure, 





4) Diese Z. 269, 135 (1941). 
5) Diese Z. 242, 171 (1936); 247, 197 (1939); 259, 182 (1939). 
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die mit 8 und. 5 Kohlenstoffatomen Benzoesdure. Hier ist also 
vermutlich einer primaren w-Oxydation eine 1- bis 2malige B-Oxy- 
dation gefolgt. 

Ein besonderes Interesse schien zunéchst dem Phenylmethyl- 
keton zuzukommen wegen seiner Analogie zum Dimethylketon. 
Der Angriff auf Aceton wird dem Organismus zweifellos schwer. Er 
scheidet die Substanz mit der Exspirationsluft in erheblichen 
Mengen aus. Ware ihm die Oxydation der Methylgruppe zum 
Carboxyl leicht méglich, so gabe er die Verbrennungswiarme dieses 
Acetons wohl kaum so leicht verloren. In dem Falle kénnte man 
einen Ubergang des Fettabbauproduktes Aceton in ein solches des 
Zuckers annehmen, indem Milchséure oder Brenztraubensaure ge- 
bildet wirde. Das Acetophenon bildet in der Tat kleine Mengen von 
Mandelsdéure. Das wire ein genau analoger Vorgang. Man mu8 
deshalb wohl schlieBen, daB die verschiedenen Eigenschaften der 
beiden Ketone eine Ubertragung der Befunde vom aromatischen 
Material auf das aliphatische nicht ohne weiteres zulassen. Und so 
sind wohl iiberhaupt die Befunde an nicht salzfahigen Derivaten 
von Ringsystemen schwer in Parallele zu setzen zu den Befunden 
im Gebiet der Sauren. | 

Uber die Oxydierbarkeit der Methylgruppen in den Sterinen 
wissen wir vorerst gar nichts. Unerklart ist einstweilen auch der 


_ Weg der Entalkylierung von Isovalerianséure (aus Leucin) beim 


Ubergang z. B. in £-Oxybuttersdure, der mit Sicherheit festgestellt 
ist. Die Methylgruppen zeigen nach alledem bei den untersuchten 
Substanzen ein ganz verschiedenes Verhalten je nach ihrer An- 
ordnung und der Zusammensetzung ihres Tragers. Die Ergebnisse 
an weitgehend tierkérperfremden Substanzen sind hier nur mit 
Vorsicht zur Aufklarung des tierischen Stoffwechsels zu verwerten ; 
so wenn Z. B. bei p-Toluolsulfosarkosin trotz seines SAurecharakters 
die p-Methylgruppe zum Carboxy! wird. 

Wenn Bernhard in den obengenannten Versuchen eine De- 
carboxylierung der alkylierten Malonsaéuren nicht beobachten 
konnte, so liegt das wahrscheinlich daran, da8 eine solche offenbar 
durch eine konjugierte Doppelbindung in «, 6-Stellung erleichtert 
wird, so wie sie fir die Carboxylase bei «-Ketonsdéuren und ahnlich 
bei 8-Ketonsiuren in der Enolform vorliegt. Diese Annahme stiitzt 
auch die letzthin diskutierte Theorie, da& Amine aus «-Amino- 
sduren iiber primar entstandene Iminosiuren gebildet werden, die 
mit ihrer Doppelbindung den «-Ketonsiéuren entsprechen, zunachst 
CO, abspalten und nachher in ahnlicher Weise wieder hydriert 
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werden, wie Acetaldehyd zu Athylalkohol und Brenztraubensiure 
zu Milchséure oder Alanin. 

Ob bei der f-Oxydation zunachst «, f-ungesittigte Sauren 
entstehen, ist bei aller Wahrscheinlichkeit nach der Dehydrierungs- 
theorie nicht sicher erwiesen. Erfahrungen an der Crotonsiure 
lassen es zweifelhaft, solche von Mazza an der Phenylcrotonsaure 
aber wahrscheinlich erscheinen. Die Bildung von Fumarsaure und 
Zimtsiure wird erleichtert durch Neubildung einer dritten kon- 
jugierten Doppelbindung; dafiir fehlt bei den Fettsaéuren die 
Analogie. Die Hypothese, da8 eine ganze Kette konjugierter 
Doppelbindungen entstehe und die hohen Fettsduren leichter 
angreifbar mache, ist durch die Kuhnschen Versuche hinfallig 
geworden. Dagegen soll Stearinséure nach Lang®) Olsiure bilden. 
Das ist sehr bemerkenswert und ein ganz isolierter Mechanismus, 
der genauerer Verfolgung bedarf. Die angriffsbestimmende Direk- 
tion durch das Carboxyl scheint erschiittert. Durch den Ubergang 
der Benzal-Livulinsiure in «-Oxy-y-Phenylbuttergséure haben wir 
erwiesen’), daB trotz einer 6, e-Doppelbindung und eines y-Carbo- 


nyls das Carboxyl die Oxydation dirigiert, so daB auch hier in £ . 


oxydiert, zugleich aber in den entfernteren Teilen der Kohlenstoff- 
kette Doppelbindung und Carbonyl hydriert wird. Diese domi- 
nierende Leitung der Oxydation durch das Carboxyl ware also bei 
einer Olsdurebildung vollig aufgehoben. Aber durch den Nachweis 
von Azelainaldehydséure bei Ozonisierung scheint der Befund von 
Olsdure erwiesen®). Zuerst war nur die Entstehung ungesattigter 
Saéuren nachgewiesen, deren Isolierung noch aussteht. Deren 
Bildung ist dem Tierkérper kaum zu Zwecken eines Energie- 
gewinnes, sondern vermutlich aus physikalischen Griinden von 
Nutzen, weil so der Schmelzpunkt des Fettes gesenkt wird und 
weichere Fette mit anderen physiologischen Eigenschaften ent- 
stehen. 

Was aus den zwei Kohlenstoffatomen wird, die bei der B-Oxy- 
dation jeweils abgespalten werden, ist noch immer nicht sicher. 
Decarboxylierung im Stadium der f-Ketonsaure, wie sie fiir die 
héheren Fettsiuren beim Ranzigwerden der Butter durch Starkle 
erwiesen ist und dort zu den unangenehm riechenden Methyl- 
ketonen fiihrt, ist fiir den Tierkérper auBer unter besonderen Be- 
dingungen fiir die Acetessigsiure nicht anzunehmen. Wird Essig- 





6) Diese Z. 261, 240, 249 (1939). 
7) Ebenda 89, 141 (1914). 
8) Ebenda 262, 126 (1939). 
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siure, entsprechend der gewohnlichen Saurespaltung von f-Keton- 
siuren abgespalten, so wird diese vieileicht zu Bernsteinsdure inter- 
molekular dehydriert, wie das fiir Pilze und Bakterien sichergestellt 
ist. Damit wire ebenfalls ein Weg gefunden fir den Ubergang von 
Fettspaltstiicken zu Kohlenhydraten, da die Bernsteinsiure Brenz- 
traubensdure und damit Glucose liefert. Fiir die Pflanzen ist dieser 
Ubergang gesichert — fiir den Menschen noch nicht —, er ist meines 
Erachtens nur sehr wahrscheinlich. Aber die Diabeteskliniker 
lehnen diese Méglichkeit, jedenfalls fiir ihre Fille, groBenteils ab. 

Uber den Abbau der Acetessigsiure herrscht ebenfalls noch 
Unklarheit. Uns erscheint es wahrscheinlich, daB sie auch zu Kon- 
densationen AnlaB®) gibt, ebenso wie es in unserem Institut von 
Martius fir die Oxalessigsiure und die Brenztraubensdure nach- 
gewiesen ist. Eine solche Kondensationsreaktion hatte Henze zu 
einem Ketol gefiihrt, als er Acetessigsiure mit Methylglyoxal 
zusammenbrachte. Aber ein physiologisches Interesse hat das be- 
schriebene Produkt verloren, seitdem man Methylglyoxal nicht 
mehr als physiologisches Zwischenprodukt beim Zuckerabbau 
ansieht. 

Damit haben wir die Frage des Kohlenhydratabbaus berihrt. 
Bei der Einwirkung von Alkalien auf Glucose ist die Bildung von 
Methylglyoxal zweifellos. Das hatte besonders die Methylimid- 
azolbildung bei der Kinwirkung von Ammoniak gezeigt, wobei die 
Substanz vor ihrem Ubergang in Milchsaure abgefangen wird. Fiir 
den Abbau im Muskel ist inzwischen Glycerinsdure sichergestellt, 
und man nimmt hier eine Disproportionierung zwischen Glycerin- 
aldehyd und Brenztraubensaure an, die die altbekannte Milchséure 
als das Reduktionsprodukt, die Glycerinséure als Oxydations- 
produkt dieser Redoxreaktion liefert. Hier findet sich also ein 
ausgesprochener Unterschied zwischen dem physiologischen Abbau 
und der Alkalispaltung in vitro. Das Dunkel dieser anaeroben 





®) Wir denken dabei u. a. an die gleiche Kondensation mit Brenztrauben- 
sdure, die uns mit der Oxalessigsaure zur Citronensaure gefiihrt hat (vgl. unten!). 
Hier wiirde die Acetessigsiure oder das ihr entsprechende Aceton eine y-Oxy- 
«-keto-isocapronsdure liefern (oder nach Perkin die entsprechende /,y-un- 
gesattigte Saéure), von denen eine vermutlich auf dem Wege der natiirlichen 
Leucinsynthese liegt. — Wir haben solche Versuche angesetzt, aber in dieser 
Zeit nicht zu Ende fiihren kénnen. Inzwischen haben Hesse u. Mitarbeiter 
die gleiche Idee verfolgt und sind in der Tat mit Aceton zu dem Lacton der 
zu erwartenden Oxy-ketonséiure gekommen. [Liebigs Ann. 546, 241 (1941).] 


OHe>CO + H- CH,COCOOH —» Q]>C(OH) . CH,CO- COOH 
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Phase des Zuckerzerfalls hat aber, insbesondere in der Frage ihrer 
Reversibilitét zur Glykogenbildung noch keineswegs eine Auf- 
hellung erfahren. Diese- Reduktionen im Augenblick gréBten 
Energiebedarfs kénnen wohl nur als Ausweichreaktionen aufgefaBt 
werden, die durch die Unméglichkeit bedingt sind, im Zeitpunkt 
der héchsten Arbeitsleistung geniigend Sauerstoff zur oxydativen 
Energiefreisetzung zu beschaffen — an Stelle etwa von Explosiv- 
stoffen, tiber die der Organismus nicht verfiigt. So miissen neben 
anderen Spaltungen wie z. B. des Phosphagens gréBere Glykogen- 
mengen einen Teil der Energie durch Zerfall zu Dreierketten liefern, 
die sich nachher wieder zu Glykogen zusammenfinden. Der Uber- 
gang von Milchsaure in Kohlenhydrat erscheint chemisch vorerst 
ohne Analogie. Nach der von uns schon seit 80 Jahren betonten 
Bedeutung der Reversibilitét physiologischer Reaktionen fir alle 
chemischen Lebensvorginge miiBte man annehmen, da8 der ganze 
komplizierte Zerfallsproze8 iiber Triosen, Glycerin- und Brenz- 
traubensdure zuriickverlauft. Eine Reduktion von Carboxyl zu 
Aldehyd, die rein chemisch zunachst unwahrscheinlich erschien, 
ist inzwischen aber physiologisch sichergestellt. Die Spezifizitat 
des Zellschemismus ist also auch in diesem Fall eine ganz besonders 
auffallige. 

Als einziges Oxydationsprodukt der intakten Kohlenstoff- 
kette des Zuckers neben der Glykuronséure haben Flaschen- 
tragerund Bernhard?®) die 2,5-Furandicarbonséure aufgefunden, 
das Produkt einer Dehydrierung um 3H, und Anhydrierung um 
3H,O. Sie erscheint in einer taglichen Menge von etwa 4 mg im 
Harn, ohne daB8 iiber diese Tatsache hinaus irgendetwas bekannt- 
geworden ist. — Sonst setzt der oxydative Angriff erst an der Milch- 
sdiure ein, die iitber Brenztraubensdure zu Essigsiure abgebaut wird. 
Brenztraubensaure wird dabei in manchen Fallen disproportioniert, 
indem 2 Molekiile zu Essigsaure und Milchséure werden, ganz anlog 
der Bildung von Acetylalanin mit Ammoniak nach Erlenmeyer 
und de Jong. Dieser Abbau der «-Oxy- und Oxosiuren entspricht 
durchaus dem, was 1910 an den Benzylhomologen von uns 
festgestellt wurde. 

Uber den Abbau der Eiweifspaltungsprodukte ist so viel 
Neues gefunden, da8 wir uns auf weniges beschranken miissen. 
Das 1909/10 von Neubauer und uns aufgestellte Schema der 
Dehydrierung zu Imino- und Ketonsiuren ist iiberall bestatigt 





1°) Diese Z. 246, 124 (1937). 
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worden. Eine hydrolytische Desaminierung etwa nach Bauer, 
Kotake u.a., die nach unseren Berechnungen endotherm ver- 
laufen miBte, ist fiir den Tierkérper unseres Wissens nie erwiesen. 
Uber die Ketonsiuren entstehen die nachst niederen Fettsiuren, 
die weiterhin deren Abbaugesetzen unterliegen. 

Fir eizelne Aminosduren sind besondere Wege gefunden. 
Prolin, Ornithin und Histidin liefern Glutaminséure. Oxyprolin 
kann auf dem gleichen Wege nicht 6-Oxyglutaminsaure!) liefern, 
da bei ihm OH in » substituiert ist. Histidin und Arginin be- 
teiligen sich an der Bildung von Kreatin. Was schon 1910 in 
konsequenter Anwendung der gefundenen Gesetze itiber Amino- 
siure- und Fettséureabbau itiber Kreatinbildung aus Arginin nur 
theoretisch gefolgert wurde, ist jetzt durch Versuche mit N} sicher 
erwiesen worden. Fiir Methylierungen wird die S-CH,-Gruppe des 
Methionins in Anspruch genommen. Die Bildung von Kynuren- 
sdure aus Tryptophan geht tiber ein Kynurenin, dessen neue Formu- 
lierung durch Butenandt und Mitarbeiter!?) einen Abbauweg 
aufgeklart hat. 

f6-Oxy-a-aminosduren werden nicht nach dem gleichen Schema 
iiber die «-Ketonséuren, sondern durch £-Oxydation abgebaut?%). | 
Das ergab sich jedenfalls fir die entsprechenden w-Phenylbutter- 
und -Valerian-oxyaminosduren, die zu diesem Zwecke hergestellt 
wurden. Ob hier intaktes Glykokoll abgespalten wird, konnte 
durch die Anordnung solcher Fiitterungsversuche am Gesamttier 
nicht verfolgt werden, es erscheint aber wahrscheinlich. 

Neben diesen inzwischen aufgefundenen Fortschritten wber 
den. Abbau der Aminosiuren hat der Nachweis seiner Reversibilitat 
wichtige Anregungen gegeben und viel Neues gezeitigt. Wir sahen 
1910 in der Tatsache einer Aminosiuresynthese den Nachweis, da8 
der Tierkérper anorganisches Ammoniak verwerten kann. Diese 
allen Anschauungen iiber den tierischen Eiweifstoffwechsel wider- 
sprechende Behauptung war wohl der Grund, warum diese Befunde 





11) Die Darstellung der Oxyglutaminsaure aus Eiwei8 will vielen immer 
noch nicht recht gelingen. Vielleicht liegt das daran, daB, wie wir fanden, 
6-Oxy-x-aminosauren bei langerem Kochen mit HCl in «-Ketonsauren iiber- 
gehen: [Diese Z. 289, 32 (1936).] Das ist die gleiche Reaktion, die Baumann 
vom Cystein zur Brenztraubensaure fiihrte und ihn veranlaBte, Cystein als 
eine «-Thio-x-aminoséure anzusehen. Ein gesicherteres Darstellungsverfahren 
der Oxyglutaminsaure ware sehr erwiinscht. 

12) Naturw. 80, 51 (1942). 

13) Knoop, Ditt, Hecksteden, Maier, Merz u. Harle, Diese Z. 
239, 29 (1936). 
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15 Jahre lang so gut wie ganz ignoriert wurden, trotzdem Tier- 
fiitterungsversuche z. B. mit Ammoniumcitrat positive Stickstoff-— 
bilanzen ergaben. Erst als wir die spielend verlaufende Synthese 
von «-Ketonsiuren mit Ammoniak, Wasserstoff und Katalysator 
in vitro beschrieben, erwachte das Interesse, obwohl diese Reaktion 
der einzige Weg einer natirlichen, allgemeiner giltigen 
Aminosauresynthese war und bis heute geblieben ist. Die 
fiir die Pflanzen angenommene Anlagerung von Ammoniak an 
Fumarsadure bleibt auf eine Asparaginséurebildung beschrankt. 
Andere ungesittigte Saduren wiirden NH, ebenso wie OH und 
Halogene aus Halogenwasserstoff wohl nur in f anlagern. Fiir das 
B-Alanin der Panthothensdure!4) kommt viel eher die Decarboxy- 
lierung von Asparaginsdure in Frage. — Acrylsiure ist physio- 
logisch unseres Wissens nie beobachtet worden. 

Der SchluB, daB aus «-Ketonsiuren neugebildete Aminosaéuren 
anorganische §Stickstoffbindung beweisen, schien zunichst hin- 
fallig geworden durch eine interessante Umaminierungsreaktion 
von Braunstein und Kritzmann®*®). Diese zeigten, daB «-Keton- 
sduren mit den physiologischen Aminodicarbonséuren zusammen 
unter Einwirkung von Muskelextrakten sich zu Alanin und Keto- 
glutarsiure umsetzen. Danach konnte der in Ketonséuren ein- 
gebaute Stickstoff aus diesen Aminosiurenstammen. Fiir die Auf- 
klarung des Reaktionsmechanismus lieB sich ein Schema finden in 
der Synthese des Oktopins, einer Iminoséure, die man sich durch 
Zusammentritt von je einem Mol. Alanin und Arginin unter Ab- 
spaltung von einem Mol. NH, aus den beiden a«-NH,-Gruppen 
denken kann. 

Seine Genese stellten wir uns nach dem Schema der Amino- 


_ séuresynthese so vor, da sich an Brenztraubensdure an Stelle von 


Ammoniak die «-NH,-Gruppe des Arginins anlagerte unter Bildung 
einer Schiffschen Base. Hydrierung muBte von dieser zu Oktopin 
fiihren. Der Versuch gelang1*). Wird nun nicht hydriert, sondern 
springt die Doppelbindung nach diesem Schema: 


H 
COOH COOH COOH COOH 





14) Die Dioxy-dimethylbuttersiure dieses wichtigen Wuchsstoffes kénnte 
vielleicht aus dem von uns iiber Trimethylbrenztraubensdure dargestellten 
Pseudoleucin entstehen. [Diese Z. 89, 157 (1914).] 

15) Enzymologia 2, 129, 138 (1937). 

16) Diese Z. 258, 238 (1939). 
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so muB im Falle von Brenztraubenséure + Glutaminsiure in voller 
Analogie Hydrolyse der umgewandelten Substanz zu Alanin und 
Ketoglu'’ *séure fiihren. Dieser Erklarung haben sich die russischen 
Autoren angeschlossen?’). Sie stimmt tiberein mit Beobachtungen 
von Herbst und Mitarbeitern, die gefunden hatten, da8 Amino- 
siure mit Brenztraubenséure gekocht Alanin und den der Amino- 
siure entsprechenden, nichst niederen Aldehyd liefern. — Zwischen 
den 4 Komponenten der Braunsteinschen Umaminierungsreak- 
tion entsteht schnell ein Gleichgewicht, von welcher Seite man auch 
kommen mag. 

Nach diesen Untersuchungen konnte also der Stickstoff bei 
unserer Synthese aus der organischen Quelle anderer Aminosduren 
herstammen. Hier haben aber neben Befunden von Euler itber 
Gleichgewichte im System Ketoglutarsiure + Ammoniak Ver- 
suche in Amerika mit N15 den Einbau von verfiittertem N15H, 
durch den Tierkérper in Aminosauren und sogar in KG6rpereiweibe 
bewiesen und damit gezeigt, daB also doch anorganischer Stickstoff 
vom Tierkérper assimiliert werden kann. 

Durch diese Befunde gewinnen wir ein Verstandnis fir die 
Notwendigkeit der Harnstoffsynthese. Das reaktionsfahige NH, 
mu8 unschadlich gemacht und entfernt werden. Sonst wiirde nach 
den Gleichgewichtsverhiltnissen der physiologische Aminosaéure- 
abbau gehemmt werden oder zum §tillstand kommen miissen. 

Hine andere Art der Umaminierung zeigten du Vigneaud und 
Irish’). Sie fanden, da8 kérperfremde d-Aminosauren in 1]-Amino- 
siuren umgebaut werden kénnen. Hat die gebildete Iminosdure 
ihre Asymmetrie verloren, so gewinnt sie sie bei der Hydrierung 
zuriick, aber dann im lebenden Tierkérper in der Form der natiir- 
lichen Komponente. Es sind im Tierkérper neben Fermenten, die 
1-Aminoséuren angreifen, auch solche (vor allem in der Niere) nach- 
gewiesen, die die d-Form desaminieren und zwar besonders leicht. 
Ihre Existenz ist schwer verstindlich. Was ist ihre Aufgabe? Es 
liegt die Frage nahe, ob die physiologische Aminosdéuresynthese 
wohl zunichst doch, wie in vitro, symmetrisch oder zum Teil 
symmetrisch verliuft und auch d-Form liefert ? — Da diese in der 
Norm nicht in das Eiwei8 eingebaut werden kann; wird sie wieder 
zerstért. Diese Frage erscheint besonders im Hinblick auf die 
Befunde von Kégl an Krebsgeschwulsten wichtig. Sie soll aber 
hier nicht weiter erdrtert werden. 





17) Enzymologia 7, 39 (1939). 18) J. of Biol. Chem. 122, 349 (1938). 
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800 F. Knoop, 


Die tierische Aminosduresynthese hat uns den Unterschied 
zwischen entbehrlichen und unentbehrlichen EiweiSbausteinen 
verstehen lassen. Die Zusammensetzung der EiweiBe der Versuchs- 
tiere ist die gleiche, ob sie die entbehrlichen Aminosaéuren im Futter 
erhalten haben oder nicht. Das ist nur so zu deuten, daB der Tier- 
kérper diese selbst aufbauen kann. Nur woher die «-Ketonsiuren 
stammen, ist fiir viele noch unklar. Brenztraubensdéure und Oxal- 
essigsiure sind bekannt. Sie liefern Alanin und Asparaginsiure. 
Sonst kannte man kein physiologisches Vorkommen von «-Keton- 
siuren. Hier hat die Untersuchung des Citronenséiureabbaus die 
Bildung von Ketoglutarsiure erwiesen und damit die Vorstufe 
einer der beiden Aminodicarbonséuren, die allein imstande sein 
sollen, in der Umaminierungsreaktion den -Stickstoff zu wber- 
tragen. 

Citronensiure (I) kommt im Tierkérper iiberall vor, besonders 
in der Milch, in Knochen und in KEierschalen, die sich an der 
Embryogenese des Hiihnchens lebhaft beteiligen. Ihre Rolle war 
vollig unklar, bis Martius in unserem Institut Abbau und Syn- 
these aufklaren und zeigen konnte, da8 sie tiber Aconit- (II), Iso- 
citronensdure (III) und Oxalbernsteinséure (IV) zur Ketoglutar- 
siure abgebaut wird}®), die weiter Bernsteinséure und deren Ab- 
kémmlinge liefert, damit also auch Oxalessig- (V) und Brenz- 
traubenséure (VJ). 


COOH—CH,-COH-CH,-COOH -—» COOH-CH,-C=CH-COOH , 


IL cooH ~ IL. COOH 
COOH-CH,-CH-CHOH-COOH —» COOH-CH,-CH-CO-COOH 
III. COOH IV. COO|H 


Das bedeutet, daB die Citronensaure die Muttersubstanz aller der 
drei bisher bekannten «-Ketonsduren ist, die fiir den Aufbau wich- 
tiger Aminosauren in Frage kommen. 

Die beiden letzteren gehen nun leicht eine Kondensation mit- 
einander ein, die tiber eine unmittelbare Vorstufe (VII) wieder zur 
Citronenséure zuriickfiihrt. 


weer eeeeeees 


COOH -CH,-CO+H-CH,:CO-COOH —» COOH-CH,:-COH-CH,-CO-:CO0:H 
V. COOH VI. VII. COOH 


Bedeutungsvoll daran ist, wie Martius betont hat2°), die Tatsache, 
daB 2 Stufen des Abbaus wieder zum Ausgangsmaterial zusammen- 





19) Diese Z. 247, 104 (1937). 
20) Diese Z. 246, II (1937). 
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treten. Ein solcher Kreislauf soll nach Krebs24) bei der Muskel- 
aktion stattfinden. Wenn 2 Molekiile Citronensiure unter Ab- 
spaltung von 5CO, und 4H,0 je 1 Molekil Oxalessigséure und 
Brenztraubensaure bilden und diese wiederum sich aldolartig zu 
einer Vorstufe kondensieren, die mit +/,0, erneut Citronensdure 
zurickbildet, so werden auf solchem Wege zwei wichtige Stufen des 
intermediaren Stoffwechsels in Verbindung miteinander abgebaut. 

C.H,0, (I) +20,=0,H,0, (V) + 2CO,+2H,0 (I->V), 

C,H,0, (I) +20, =C,H,0, (VI) +3C0, +2H,0 (I-> VI), 

C,H,0, (V) +C,H,0, (VI) +40, =C,H,0, (I) +CO, (V+VI-—-]I). 


Zusammen: 2C,H,O, (I) +440,=C,H,O, (I) +6C0O,+4H,0. 





Das ist ein Weg physiologischer Verbrennung, der vermutlich 6fter 
beschritten wird. Z. B. ware das der Fall, wenn auch im Tier- 
kérper nach obigem Schema 2 Molekiile Essigsaure sich aneinander 
lagerten und iiber Bernstein-, Fumar-, Oxalessig- und Brenz- 
traubenséure zu 2CO, +2H,0 und wiederum 1 Molekil Essig- 
sdure wurden, die den gleichen Weg von neuem weiter ginge. 

Die angefiihrten Tatsachen weisen der Citronenséure eine 
ungeahnte und offenbar groBe Bedeutung im intermediaren Stoff- 
wechsel zu: Ihre Abkémmlinge sind es, die das Ammoniak binden 
und es tibertragen kénnen. 

Als wir 1910 die Aminoséuresynthese vortrugen, stieB sie 
zunadchst in Freiburg und dann auf dem internationalen Physio- 
logenkongre8 (Oppenheimer) auf véllige Ablehnung. In Lehr- 
biichern hie& es noch lange, dieser Reaktion kime nur eine unter- 
geordnete Bedeutung zu. Selbstverstindlich ist es schwierig, zu 
erkennen, unter welchen Bedingungen sie eintritt. Aber schon die 
einfache, nur so versténdliche Tatsache, daB beim Fehlen der ent- 
behrlichen Aminosaéuren in der Nahrung diese im K@rper selbst 





21) Dieser Kreislauf der Citronensaure wird unter dem Namen ,,Citronen- — 
sdurecyclus‘’ manchmal Krebs u. Mitarbeitern zugeschrieben. Wenn diese 
gefunden hatten, daB ein Aufbau der Citronenséure auch aus ihren anderen 
Abbaustoffen erfolgt, z. B. aus der Essigsiure, deren Kondensation mit Oxal- 
essigsaure oft versucht, aber nie gelungen ist, so wiirden wir diese Zuweisung 
fiir richtig halten. Die Synthese der Citronenséure aus Oxalessigsiure und 
Brenztraubensaure hat aber nicht Krebs gefunden. Sie geht unter so ver- 
schiedenen Bedingungen, z. B. des pq iiber 7 und unter 7 sogar in vitro vor 
sich, daB wir uns keine Verhiltnisse im Tierkérper vorstellen kénnen, wo die 
von Martius gefundene Synthese nicht eintreten wiirde. Und meistens ist 
es doch so, daB, wenn eine Reaktion, die physiologische Bedeutung hat, auch 


in vitro gelingt, sie im Organismus mit seinen spezifischen Katalysatoren eher 
noch leichter eintritt. 
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entstehen, bezeugt das Ausma8 ihrer Bedeutung. — Wir haben 
schon vor 15 Jahren darauf hingewiesen, daB, wenn Aminoséuren 
Wasserstoff abgeben und Iminosiuren ihn wieder aufnehmen 
kénnen, dann eigentlich alle EiweiBbausteine imstande sein miissen, 
irgendwo die Rolle von Zwischenakzeptoren zu tibernehmen. Ganz 
allgemein sind es Doppelbindungen C=C, C=O und C=N, die 
Wasserstoff zu transferieren vermégen. Fiir C=C belegt das die 
Fumarsaure und ihre nach Szent-Gyérgyi wichtige Beteiligung 
am Muskelstoffwechsel. Fiir C—O wissen wir, daB es z. B. in der 
Brenztraubensiure den Glycerinaldehyd zu Glycerinsiure de- 
hydriert und jene dabei zu Milchsiure wird. Die C—=N-Doppel- 
bindung der Iminosauren zeigt ihre Fahigkeit, Wasserstoff zu tber- 
nehmen in einer unerwartet bedeutungsvollen Weise in den Fer- 
menten, deren Co-Enzyme wie Nicotinsdéureamid, Lactoflavin u. a. 
an die gleiche C=—=N-Doppelbindung Wasserstoff anlagern und 
wieder abgeben. Ich glaube nicht, da8 bei einer Zusammenstellung 
dieser Reaktionen man den damaligen Befunden heute noch eine 
so geringe Bedeutung zusprechen wird. Insbesondere hat der Nach- 
weis der Reversibilitaét dieser Reaktionen uns die Uberginge der 
einzelnen Nahrstoffgruppen ineinander und damit viele physio- 
logisch wichtige Beziehungen verstehen gelehrt. Den damaligen Aus- 
fiihrungen dariiber braucht hier Neues nicht hinzugefiigt zu werden. 

Das ganze Gebiet der hier besprochenen intermediaren Stoff- 
wechselreaktionen ist ein ganz spezifischer Teil dessen, was man als 
physiologische Chemie zu bezeichnen hat. Die Physiologie will 
Lebenserscheinungen aufkliren — und Leben ist Bewegung. Bei 
den hier beschriebenen Reaktionen handelt es sich nicht um eine 
chemische Anatomie toter Zellsubstanz, auch nicht um Kon- 
stitutionsbestimmungen oder Synthesen an dem Leben ent- 
nommenem, krystallisiertem Material, sondern um die Um- 
formungen, die sich an unseren Nahrstoffen im lebenden Orga- 
nismus abspielen und so die Kontinuitaét der Erscheinungen 
erméglichen, die wir Leben nennen. 

Fragen dieser Richtung liegen manchem Chemiker und Bio- 
logen ferner. So scheint mir unsere Beteiligung an diesem Gebiet 
durch die Befunde tiber Fettsaureabbau, iiber Aminosiureoxydation 
und ihre Reversibilitat, iiber Aminierung und Acetylierung, Ab- 
bau der Oxyaminoséuren und Citronensaurestoffwechsel die Auf- 
gabe nahezulegen, Fortschritte der letzten Jahre auch fiir Ferner- 
stehende wiederum kritisch zusammenzufassen. 
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0,5 mm ; 0,5 mm 


Fig. 1. Weibliche Darmtrichine Fig. 2. Minnliche Darmtrichine 
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Fig. 3 : Fig. 4 
Muskeltrichinen vom Schwein im Zwerchfell 





Fig. 5 Fig. 6 
Gereinigte freie Muskeltrichinen nach kiinstlicher Verdauung 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 274, Tafel I 


Zu Dozent Dr. Oskar Wagner, 


,,Fortschritte der Trichinoseforschung in epidemiologischer 
und diagnostischer Hinsicht’. (Seite 116) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 


























Vig. 6. Versuchsfett G 118/119 lig. 7. Cocosfett 





Fig. 8. Butterfett 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 274, Tafel II 


Zu H. Appel, H. Béhm, W. Keil und G. Schiller, 


»Z4ur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl, (Seite 186) 


Verlag Walter de Gruyter & Co, Berlin 
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Glaukobilinaminhydrochlorid (X11) Glaukobilinaminhydrochlorid (X11) 
aus Urethanglaukobilin (XI) aus Acetylaminoglaukobilin (XV) 





Biliverdin XIila-dimethylester (XVIT) Biliverdin XIIIa (synthetisch) 
teilsynthetisch aus analytischem aus Glaukobilinaminhydro- 
Vinylneoxanthosiiureester chlorid (XTT) 





Biliverdin [Xa dimethylester (analytisch) Biliverdin IXa-dimethylester (synthetisch) 
aus Bilirubin aus Koérper XXVITI 





Biliverdin IXa (synthetisch) 
aus K6Orper XXIX 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 274, Tafel III 


Zu Hans Fischer und Hans Plieninger, 


» Synthese des Biliverdins (Uteroverdins) und Bilirubins, 
der Biliverdine XIIIo und IIa, sowie der Vinylneoxanthosiiure“ 
(Seite 231) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 





